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OZET

Anahtar kelimeler: E. coli O157:H7, L. monocytogenes limon otu yagi, elma suyu, 1sil
islem, D degeri, z degeri

Limon otu yagimin (LOY) elma suyunda Escherichia coli O157:H7 ve Listeria
monocytogenes’in 1s1l direnci iizerine etkisi aragtirilmistir. LOY (%0,1 ve 0,2) ilave
edilmis elma suyu Orneklerine 7-8 log kob/mL diizeyinde E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes inokiile edilmis, dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60; 62,5°C) 1s1l islem
uygulanmis ve belirli siirelerde 6rnekleme yapilarak canli hiicre sayist belirlenmistir.
Elde edilen veriler GInaFit yaziliminda Log-Lineer ve Weibull modeline uyumlanarak
D ve z degerleri hesaplanmistir. Buna gore E. coli O157:H7’nin 55; 57,5; 60;
62,5°C’deki Log-Lineer ve Weibull modeline uyumlanarak hesaplanan D degerleri
strastyla kontrol 6rneklerinde (%0 LOY) 10,84-11,18; 2,06-2,00; 1,39-1,53; 0,82-0,85
dak., %0,1 LOY ilave edilmis 6rneklerde 10,78-9,90; 1,86-1,86; 1,25-1,28; 0,48-0,60
dak. ve %0,2 LOY ilave edilmis 6rneklerde 9,11-8,32; 1,19-1,19; 1,10-1,06; 0,48-0,54
dakikadir. Veriler her iki modele de uyumlu bulunmustur (+>0,95). E. coli
O157:H7’nin %; 0,1 ve 0,2 igeren elma suyu orneklerindeki z degerleri Log-Lineer
modele gore sirasiyla 7,09°C (+°=0,89), 5,92°C (*=0,93) ve 6,45 (+*=0,85), Weibull
modele gdre ise sirastyla 7,19°C (%=0,87), 6,53°C (*=0,92) ve 6,89°C (r*=0,84)
olarak hesaplanmistir. L. monocytogenes’in 55; 57,5; 60; 62,5°C’deki Log-Lineer ve
Weibull modeline uyumlanarak hesaplanan D degerleri sirasiyla kontrol 6rnekleri igin
12,71-11,63; 1,80-1,87; 1,56-1,62; 0,62-0,66 dak., %0,1 LOY ilave edilmis 6rneklerde
11,57-10,95; 1,24-1,31; 1,14-1,17; 0,61-0,58 dak. ve %0,2 LOY ilave edilmis
orneklerde 10,41-7,73; 1,18-1,16; 0,94-0,90; 0,53-0,49  dakikadir. L.
monocytogenes’in inaktivasyon egrileri Log-Lineer modele gére (+*=0,91) Weibull
modele (+*=0,95) daha uyumlu bulunmustur. L. monocytogenes’in %; 0,1 ve 0,2 iceren
elma suyu Orneklerindeki z degerleri Log-Lineer modele gore sirasiyla 6,27°C
(r*=0,87), 6,46°C (*=0,80) ve 6,28 (r*=0,82), Weibull modele gére ise sirasiyla
6,57°C (r*=0,88), 6,43°C (*=0,83) ve 6,74°C (r*=0,86) olarak hesaplanmustir. Her iki
patojende de sicaklik ve LOY konsantrasyonu arttikca membrani zarar gérmiis hiicre
sayis1 artmistir. Calismada elde edilen bulgular dogrultusunda LOY 'nin elma suyunda
E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes’in 1s1l direncini azalttig1, bu nedenle 1s1l islemle
dayanikli hale getirilen meyve sularinda koruyucu olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir.
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EFFECT OF LEMON GRASS OIL ON THE HEAT RESISTANCE
OF ESCHERICHIA COLI O157:H7 AND LISTERIA
MONOCYTOGENES IN APPLE JUICE

SUMMARY

Keywords: E. coli O157:H7, L. monocytogenes, lemongrass oil, apple juice, heat
treatment, D value, z value

The effect of lemongrass oil (LGO) on the heat resistance of Escherichia coli O157:H7 and
Listeria monocytogenes in apple juice was investigated. E. coli O157:H7 and L.
monocytogenes were inoculated (7-8 log cfu/ml) into apple juice samples added with LGO
(0.1 and 0.2%). Then samples were heat treated at isothermal temperatures (55, 57.5, 60,
62.5°C) and the viable counts were determined after sampling at predetermined time intervals.
D and z values were calculated by curve fitting to Log-Linear and Weibull models using
GlnaFit software. According to the Log-Linear model, the D values of E. coli O157:H7 at 55,
57.5, 60 and 62.5°C were 10.84, 2.06, 1.39 and 0.82 min, respectively, in control samples (0%
LGO); 10.78, 1.86, 1.25 and 0.48 min, respectively, in 0.1% LGO added samples; and 9.11,
1.19, 1.11 and 0.48 min, respectively, in %0.2 LGO added samples. While, according to the
Weibull model, they were 11.18, 2.00, 1.53 and 0.85 min, respectively, in control samples;
9.90, 1.86, 1.28 and 0.60 min, respectively, in 0.1% LOG added samples; and 8.32, 1.19, 1.06
and 0.54 min, respectively, in 0.2% LOG added samples. The survival curves were well fitted
to both models (+>>0.95). The z values of E. coli O157:H7 in apple juice with 0, 0.1 and 0.2%
LOG were calculated as 7.09°C (+°=0.89), 5.92°C (’=0.93) ve 6.45 (+’=0.85), respectively,
according to Log-Linear model, while they were calculated 7.19°C (+’=0.87), 6.53°C (+’=0.92)
ve 6.89°C (°=0.84), respectively, by fitting to Weibull model. When the data were fitted to the
Log-Linear model, the D values of L. monocytogenes at 55, 57.5, 60 and 62.5°C were 12.72,
1.80, 1.56 and 0.62 min, respectively, in control samples, 11.57, 1.24, 1.14 and 0.61 min,
respectively, in 0.1% LOG added samples, and 10.41, 1.18, 0.94 and 0.53 min, respectively,
in 0.2% LOG added samples. On the other hand, by fitting to the Weibull model, they were
1.63, 1.87, 1.62 and 0.66, respectively, in the control samples, 10.95, 1.31, 1.17 and 0.58,
respectively, in 0.1% LOG added samples, and 7.73, 1.16, 0.90 and 0.49 min, respectively, in
0.2% LOG added samples. The survival curves were better fitted to the Weibull model
(7*>0.95) than the Log-Linear model (+*>0.91). The z values of L. monocytogenes in apple
juice with 0, 0.1 and 0.2% LOG were calculated as 6.27°C (+°=0.87), 6.46°C (*=0.80) ve 6.28
(’=0.82), respectively, according to Log-Linear model, while they were 6.57°C (°=0.88),
6.43°C (’=0.83) ve 6.74°C (°=0.86) according to Weibull model. The number of membrane-
damaged cells of both pathogens increased with the increasing temperature and LOG
concentration. Based on the finding obtained in this study, it was concluded that LOG reduces
the thermal resistances of E. coli O157:H7 and L. monocytogenes in apple juice; therefore, it
can be used as a preservative in fruit juices preserved by heat treatment.

xii



BOLUM 1. GIRiS

Meyve ve sebzede bulunan faydali besinlerin alinmasinda bunlarinin sularinin
tilkketilmesi alternatif bir yontemdir (WHO, 2004). Meyve sular1 igerdigi biyoaktif
bilesikler; vitamin, fenolik bilesikler, antosiyanin, karatoneidlerden dolay1 énemli bir
besin kaynagidir (Sung ve ark., 2013). Fakat son yillarda tiiketicilerin lezzet, vitamin
vb. kayiplarin olmadigi minimal diizeyde islem gérmiis taze gidalara olan taleplerinde
artis olmaktadir (Kisko ve Roller 2005). Giiniimiizde meyve suyu tiiketimi
incelendiginde; yapilan arastirmalara gore her yil bir dncekine gore taze ve soguk

meyve suyuna olan talepte %3 artis beklenmektedir (AIJN, 2019).

Ozellikle elma suyu tiiketiminde en dnemli risk faktdrii Escherichia coli O157:H7 ve
Listeria monocytogenes gibi patojenlerin sebep oldugu gida kaynakli salginlardir. Gida
kaynakli patojenlerin varliginin temel nedeni tarlada iiretim sirasinda ve sonrasinda
tirtinlerin islenmesinde meydana gelen kontaminasyondur (Lapena ve ark., 2022). E.
coli O157:H7 sigir, yabani kus vb. hayvanlarin digkilarinda bulunur. Bu digkilarin
giibre olarak kullanilmasi kontaminasyon i¢in risktir. Ayrica elma suyu iiretiminde
¢ogu tireticinin riizgardan diisen kiigiik elmalar1 kullandig1 belirtilmistir (Besser ve
ark., 1993; Janisiewicz ve ark., 1999). Boylece diiserek hasar goren elmalarda E. coli
O157:H7 kontaminasyon riski bulunmaktadir. Bu da meyve sinekleri tarafindan diger
elmalara yayilir. Eger elmalar islenmeden oOnce yetersiz yikanip herhangi bir
dezenfeksiyon islemine tabi tutulmazsa presleme sirasinda E. coli O157:H7 meyve
suyuna aktarilir (Folsom ve Frank, 2000; Baskaran, 2010). Iyi tarrm uygulamalar1 ve
1yi liretim uygulamalar1 kullanilarak bu kontaminasyon en aza indirilebilir. Ancak bu
uygulamalar iirlin giivenligini saglamada yeterli olmayabilir (Lapena ve ark., 2022).
Ciinkii sonradan {riinde kontaminasyon meydana gelebilir. Bu nedenle baska
uygulamalarin {iretim siirecine eklenmesi ile kontaminasyonu engelleyebilmek

mumkindir.



Amerika Birlesik Devletlerinde, elma iiretimi, hasat edilmesi, hammaddenin
depolanmasi, uygun sanitasyon prosesi ve diisik sicakliklarda depolanmasi
asamalarinda giivenlik kalite kriteri olarak riski minimize etmek i¢in tim meyve
sularinda en direngli patojen mikroorganizma sayisinin 5 log kadar azaltilacak 1sil

islem uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (FDA, 1998; 2002; 2004).

Geleneksel meyve suyu isleme sirasinda pastorizasyon sicaklifinda patojenlerin
vejetatif formlar1 ve bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar etkisiz hale getirilir.
Kalan ¢ogu mikroorganizma ise meyve sularmin asidik yapisindan dolayr gelisme
gosteremez (Splittstoesser ve ark., 1994; CDC, 1997). Eger meyve sularina uygun
kosullar, kritik kontrol noktalarina dikkat edilerek pastorizasyon islemi yapilabilirse
patojen bakteri riski kolayca ortadan kaldirilabilmektedir. Bu durumda raf 6mrii daha

uzun meyve sulari tikketime sunulabilmektedir.

Pastorizasyon uygulamasi alternatifler arasinda yer alabilir fakat bu da meyve
sularinda vitamin, fenolik bilesik vb., maddelerin kaybina yol acarken duyusal
profilinin hasar gormesine sebep olabilir (Achir ve ark., 2016; Petruzzi ve ark., 2017).
Fakat iireticiler i¢in pastorizasyon ekipmanlarinin maliyetli olusu ve tiriindeki duyusal

degisiklikler nedeniyle talebin azalmasi nedeniyle yeni yontemler arastirilmaktadir.

Patojenik bakterilerin gelisimini 6nlemek i¢in en énemli etkenlerden birisi sicaklik
kontroliidiir. Fakat gida kaynakli patojenler iiretim siiresi boyunca kullanilan 6liimciil
olmayan sicaklik ve pH degerlerine yaygin sekilde maruz kalirlar (Cosansu, 2018). Bu
sekilde de sicaklik ve pH’a kars1 direng kazanabilirler. Wang ve Doyle (1998) yaptigi
calismada E .coli O157:H7’ye yetersiz 1s1l islem uygulamasinin asidik ortama kars1
toleransini artirdigini tespit etmislerdir. E. coli O157:H7 aside karst direngli olmasi

sebebiyle elma suyunda faaliyet gostererek zehirlenmelere sebep olmaktadir.

Meyve sularinin gida giivenligini saglamak ve raf dmriinii uzatmak icin yeni metotlara
ithtiya¢ vardir. Alternatif bir yontem olarak gidanin duyusal profilinde herhangi bir
degisiklige sebep olmayacak bilesen ilave edilmesi kullanilabilir (Roller, 2003).

Bunlardan biri olan kimyasal antimikrobiyal maddelerin kullanilmas1 insan sagligi i¢in



risk olusturabilmektedir. Dogal antimikrobiyal maddelerin eklenmesi ise diger bir
yontem olarak degerledirilebilir (Kisko ve Roller, 2005). Yapilan c¢aligmalarda
bitkilerden elde edilen antimikrobiyallerin E. coli O157:H7 iizerine etkili oldugu
laboratuvar ortaminda goriilmiistiir (Dorman ve Deans, 2000; Moreira ve ark., 2005;
Holley ve Patel 2005 ). Fakat dogal antimikrabiyal se¢iminde gidaya ilave edildiginde
duyusal profilinde meydana getirecegi degisikliklere dikkkat edilmelidir (Moon ve
ark., 2005).

E. coli O157:H7 pH’1 4’ten daha diisiik gidalarda gidanin diger faktorlerine baglh
olarak gelisim gosterebilir (Meng ve ark., 2013). E. coli O157:H7’nin aside karsi
tolerans1 en Onemli viriilans faktorii olarak kabul edilmektedir, bu sekilde mide
asidinde oldugu gibi gidalarda da hayatta kalabilir ( Wang ve Doyle, 1998). Elma
suyunda E. coli O157:H7’in dogal asit direnciyle hayatta kalabildigi deneysel olarak
kanitlanmistir (Uljas ve Ingham, 1999; Roering ve ark., 1999).

Enterohemorajik E. coli O157:H7 ile kontamine olmus elma sularinin pastorize
edilmeden tiiketilmesi gida kaynakli salginlarin ciddi bir nedenidir (Kisko ve Roller,
2005). E. coli O157:H7 ile kontamine olmus pastorize edilmemis elma sularmnin
tilketilmesi enterohemorajik hastaliklar olan hemorojik kolit ve hemolitik tiremik

sendroma sebep olabilir (Nguyen ve Sperandio, 2012, Moon ve ark., 2005).

L. monocytogenes diisiik sicakliklar dahil olmak tizere ¢evresel faktorler, yiiksek tuz
konsantrasyonu gibi durumlara kars1 direncli olup, pH bakimindan incelendiginde 4,4
ve 9,4 aralifinda gelisebilirken pH 4,3’ten kiigiik degerde ¢ogalmadan hayatta
kalabildigi tespit edilmistir. Bu 6zellikleri incelendiginde L. monocytogenes toplum
sagligl icin 6nemli derecede risk olusturan patojen mikroorganizmalardan birisidir

(Gandhi ve Chikindes, 2007; Kumar ve ark., 2016; Bell ve Kyriakides, 2009).

Sifali bitkiler, baharatlar, otlar vb. dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin gidalarda kullanilmasi 6zellikle son yillarda artis gdstermektedir. Bu tip
bitkilerin antimikrobiyal etkilerinden faydalanilmak icin ticari olarak iiretilen 400 ile

500 arasinda degisen esansiyel yaglar mevcuttur (Tisserand ve Young, 2013).



Esansiyel yaglarin etkisi; uygulandig1 gidadaki antimikrobiyal etkisi, gidanin bilesimi,
etki ettigi mikroorganizma, secilen metot ve yonteme baglh olarak farklilik

gostermektedir (Zaika, 1988).

Esansiyel yaglar 60 kadar bilesene sahip olabilirler ( Russo ve ark., 1998). Bu yiizden
bakteri hiicresine karsi birgok farkli etki gostermektedirler (Burt, 2004). Bunlar; hiicre
duvariin yapisinin bozulmasi, hiicre membraninin ve membran proteinlerinin hasar
gormesi (Ultee ve ark., 1999), membran gecirgenliginde artis ile hiicre bilesenlerinde
sizint1 (Ultee ve ark., 2002), sitoplazmanin pihtilasmasi (Gustafson, 1998), proton
hareket kuvvetinin azalmasi (Ultee ve ark., 1999), temel enzimlerin inaktivasyonu ve

genetik materyalin bozulmasidir (Ayala-Zavala ve ark., 2008).

Latince adi Cymbopogon citratus olan bitki yaygin olarak limon otu olarak
bilinmektedir. Insanlarin tiiketimi i¢in gidalara aroma verici ve katki maddesi olarak
kullanilmasi FDA tarafindan kabul edilen bitkiler arasinda yer almaktadir (FDA 2015a,
FDA 2015b). Yapilan bir ¢cok c¢alismada limon otu yaginin hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakterilere, maya ve mantarlara karst etkili oldugu belirlenmistir
(Adukwu, 2016; Naik ve ark., 2010; Negrelle ve Gomes, 2007; Shigeharu ve ark.,
2001; Hammer ve ark., 1999). Limon otu yagimin gidalardaki gii¢lii antimikrobiyal
etkisi sitral iceriginden kaynaklanmaktadir (Kumar ve ark., 2013; Sivakumar ve ark.,
2014; Kpoviessi ve ark., 2014). Limon otu yagmin kimyasal bilesiminin %85’1
sitraldir (Silva ve ark., 2008).

Bu ¢aligmada, limon otu yaginin E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes’in 1s1l direnci
lizerine etkisinin elma suyu ortaminda belirlenmesi amaclanmistir. Elde edilen
sonuclarin 1s1l islem uygulanan elma sularinda E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes’i
kontrol altina alarak risk faktorlerinin ortadan kaldirlmasi1 ve mikrobiyal giivenligin

saglanmasina katkida bulunabilmesi hedeflenmektedir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

2.1. Escherichia coli 0157:H7’nin Ozellikleri ve Onemi

E. coli O157:H7 diinya iizerinde gida kaynakli hastaliklara sebebiyet veren baslica
patojenlerden biridir. Cesitli yasam kosullarina uyum saglama konusunda gelismis
olmasi, bliylikbas hayvanlarin bagirsaklarinda yerlesip ¢ogalmalarina olanak saglar.
Gram negatif olan bakteri, ¢ubuk seklindedir, fakiiltatif, anaerobiktir (Desmarchelier

ve ark., 2004).

E. coli’nin diger suslar1 arasinda serolojik olarak iligski oldugu ilk kez 1921 yilinda
tespit edilmis ve 1937 yilinda ise kapsiil ve somatik olmak iizere iki farkli antijeninin
oldugu bulunmustur. Kaufmann 1943 yilinda bu iki antijenin yani sira flagella
antijeninin de oldugunu ortaya koymustur. Giiniimiize kadar tespit edilen ve listeden
¢ikarilan bir ¢ok antijen bulunmakta olup son olarak 174 O, 56 H ve 80 K antijeni
oldugu tespit edilmistir (Doyle ve ark., 2019).

E .coli O157:H7 serotipinin patojen olarak; ilk izolasyonu 1975 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nin Kaliforniya eyaletinde bir kadinin kanli ishal olmas1 sonucunda
olmustur (Fernandez, 2008). O157:H7 serotipi 1982 yilinda patojen olarak
tanimlandiginda ise Amerika Birlesik Devletleri'nin Oregon ve Michigan
eyaletlerinde meydana gelen kanli ishal salgininin kaynagi olarak saptanmistir (Riley

ve ark., 1983).

Calismalar sonucunda O157:H7 serotipinin, kendisinden daha az tehlikeli ve insan
metabolizmasina daha az zararli olan O55:H7 serotipinden evrimlestigi gorilmustiir
(Lim ve ark., 2010). O157:H7 serotipi diger E. coli serotipleri gibi 37 °C’de ve nétre
yakin pH degerlerinde gelisim gostermektedir (Lim ve ark., 2010). Buna ragmen diistik



pH degerlerine kars1 zaman igerisinde diren¢ kazanmis olan bakteri, mide ortaminda
da hayatta kalabilmekte ve buradan bagirsaklara gecerek koloni olusturabilmektedir.
Bu 6zelligi ile bakteri 4°C gibi sicaklik degerlerinde uzun siire hayatta kalabilir ve
gida endistrisi acisindan onemli derecede riskli goriilen mikroorganizma olarak

degerlendirilmesine neden olur (Arocha ve ark., 1992).

Amerika Birlesik Devletleri’nde elde edilen verilerde, E. coli O157:H7 kaynakli salgin
ve vakalarda en yaygin nedenin kontamine olmus su ve gidalardan kaynaklandigi
ortaya c¢ikmistirr Bunun yaninda insandan insana ya da hayvandan insana
kontaminasyon yoluyla yayildigi da bilinmektedir. 1982 ve 2002 yillar1 arasinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde meydana gelen 350 salginin %52’sinin gida kaynakli,
%14’liniin kisiden kisiye bulas1 yoluyla, %9’unun su kaynakli ve %3’{iniin hayvandan
insana bulagi kaynakli oldugu tespit edilmisken vakalarin 9%21’inin nedeni
saptanamamigtir (Rangel ve ark., 2005). Gida kaynakli olarak meydana gelen
hastaliklarda en biiyiik neden sigir kiymasidir. Et iirlinleri kesim sirasinda ya da
pargalama sirasinda bulas olabilmekte ve etten kiyma ¢ekilmesi durumunda bakteri
etin dis ylizeyinden i¢ kisimlarina gecgebilmektedir. Bu durumda kiymanin iyi
pisirilmemesi durumunda bakteri yasam fonksiyonlarin1 kaybetmez. Et iiriinlerinin
yant sira pastorize edilmemis siit, igme sulari, marul, 1spanak, turp ve elma suyu gibi
gidalar da kontamine olmasi durumunda insanlarda hastaliklara neden olmaktadir

(Lim ve ark., 2010).

E .coli O157:H7 serotipinin kaynagi oldugu kayitlara gecen en biiyiik salgin ise turp
nedeniyle ortaya ¢ikmistir. 1996 yilinda Japonya’da Sakai sehrinde okullarda tiiketilen
beyaz turp sonucu sehrin toplam niifusunun %0,5’ini olusturan 5727 kisi hastaliga
yakalanmistir (Michino ve ark., 1999). Bu gibi salginlardan korunmak i¢in dikkat
edilmesi gereken baslica husus mezbahalarda ve besi ciftliklerinde temizlik
konusudur. Siit sagimi sirasinda hayvanlarin temizligine dikkat edilmelidir. Ayrica
hayvanlara verilen yemlerin ve sularin kontamine olmamasina 6zen gosterilmeli,

kesim sirasinda karkasa fekal bulasma olmamalidir (Tosun ve Goniil, 2003).



Gidalarda 6zellikle iyi yikanmamis ve diski ile kontamine olmus elmalarin, elma suyu
olarak tiiketimi sonucu kayitlara gecen bir¢cok vakaya rastlanilmistir. Pastorize
edilmeden {iretilen elma saraplarinda da aym tehlike s6z konusudur. Bu sekilde
iiretilen elma saraplarinda alkol oraninin da yiiksek olmamasi (%4) mikrobiyal

faaliyeti kisitlama konusunda yetersiz kalmaktadir (Doyle ve ark., 2019).

Geleneksel meyve suyu isleme sirasinda pastorizasyon sicakliginda patojen ve
bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin vejetatif formlar1 etkisiz hale gelir. Meyve
suyunda kalan ¢ogu mikroorganizma ise meyve suyunun asidik yapisi sebebiyle
gelisme gosteremez. Fakat elma sularinda E. coli O157:H7 aside kars1 direngli olmasi

sebebiyle gelisme gostererek zehirlenmelere sebep olabilir.

E. coli O157:H7 serotipinin neden oldugu salginlarda elma ve portakal suyu gibi asit
iceren meyve sulari, 1990’11 yillara kadar aracit gida olarak goriilmiiyordu. Elma suyu
kaynakli, 1991 yilinda meydana gelen salgindan sonra bu gibi igecekler {izerine
yapilan mikrobiyolojik ¢aligmalar artmistir (Besser ve ark., 1993). Kontaminasyon
parcalama  islemi sirasinda veya sonrasinda  olabilmektedir.  Patojen
mikroorganizmalar meyve suyunun diisitk pH’indan dolay1 ¢cogalamamasina ragmen
hayatta kalabilirler ve ortama uyum saglayabilirler (Leyer ve ark., 1995). Mazzotta
(2001) elma suyu iizerine yaptig1 ¢aligmada, asitlige karst uyum saglamis E. coli
O157:H7 suslarinin diger E. coli O157:H7 suslariyla arasindaki farki incelemistir.
Calismada elma suyundan kaynaklanan bir salgindan enfekte olmus bir hastadan izole
edilmis E. coli O157:H7 susu asit direnci kazanmis grup olarak kullanilmistir.
Bakterilerin D degerleri kiyaslandiginda; asit direnci kazanmis olanlarin 56°C’de D
degeri 7,0+0,21 dak. hesaplanirken diger grubun D degeri ise 4.1+0.7 dak. olarak
belirlenmigtir. 58°C’de asit direnci kazanmis olan E. coli O157:H7 i¢in D degeri
3,5+0,53 dak. diger grubun D degeri ise 1,9+0,16 dak. hesaplanmistir.

1995-2005 yillar1 arasinda E. coli O157:H7 ve Salmonella spp. nin sebep oldugu
cesitli gida kaynakli hastaliklar meydana gelmistir. Birlesik Devletler Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi (CDC) nin kayitlarina gére bu tarihler arasinda meyve suyu ile

iligkili 21 salgin tespit edilmistir (Sung ve ark., 2013). Bu salginlarin 10 tanesi elma



suyu ve sarabinda, 8 tanesi portakal suyunda ve 3 tanesi diger meyve sulari
kaynaklidir. Bunlardan 5 tanesine E. coli O157:H7’nin sebep oldugu belirlenmistir
(Vojdani ve ark., 2008). 2005-2020 yillar1 arasinda ise taze meyve suyu tiiketimine
olan istegin de artmasi ile birlikte CDC-2021 kayitlarina gore 6zellikle elma suyu
kaynakli 16 salgin ve portakal suyu kaynakli 2 salgin meydana gelmistir (Krug ve ark.,
2020). Elma suyu kaynakli salginlarda 11 tanesinin sebebinin E. coli oldugu, 7

tanesinin ise verotoksijenik susunun O157:H7 oldugu belirlenmistir.

Meyve sularinda patojen mikroorganizmalar iizerine termal inaktivasyon
denemelerine ait yapilan ¢alismalar incelendiginde; E. coli O157:H7 suslar1 lizerine
elma siras1 ve elma suyunda yogunlastig1 tespit edilmistir (Splittstoesser ve ark., 1994;
Uljas ve Ingham, 1999; Mazzotta, 2001; Gabriel ve Nakano, 2009; Enache ve ark.,
2011). Bu ¢aligmalarin nedeni ise meyve suyu kaynakli salginlarin genel olarak elma
strai ve elma suyundan olmasidir (CDC, 2021; Krug ve ark., 2020; Vojdani ve ark.,
2008).

Birlesik Devletler, Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan meyve sularindaki gida
giivenligini saglamak i¢in tehlike analizi yapilmis ve kritik kontrol noktalari
belirlenmistir. Buna gore meyve sularinda gida giivenligi i¢in ana kriter olarak patojen
mikroorganizmanin 5 log azalmasi belirlenmistir (FDA, 2002). Genel olarak 5 log
azalma i¢in termal uygulama pastorizasyondur. Ancak bu 1s1l islem gidanin besinsel
ve fitokimyasal 6zelliklerine zarar verebilmektedir (Braddrock, 1999). Ayrica son
yillarda birgok tiiketici lezzet ve vitamin kaybini dnlemek i¢in taze sikilmis meyve
sularini tercih etmeye baglamistir (Bignon, 1997). Bu tiiketici egilimi iireticilerin yeni

alternatif yontemler aramasina sebep olmustur.
2.2. Listeria monocytogenes’in Ozellikleri ve Onemi
L. monocytogenes Gram pozitif ve gubuk seklinde olan fakiiltatif aerobik bir bakteridir.

Meydana gelen gida kaynakli hastaliklarin ve salginlarin 6nemli bir kisminin nedenini

olusturur. L. monocytogenes’in neden oldugu bu hastaliklar yaslilar, hamileler, yeni



dogan bebekler gibi 6zellikle bagisiklik sistemi diisiik insanlar lizerinde etkili olur ve

listeriozis ortaya ¢ikarir (WHO/FAO, 2004).

L. monocytogenes flagellaya sahiptir; O ve H antijenlerini barindirir. Simdiye kadar 13
farkli serotipi bulunmustur. Bu serotipler i¢cin maksimum gelisim sicakligir 30-37 °C
arasidir. Ancak bakteri 0-45 °C arasinda yasamini siirdiirebilir. Sicakliga karsi
gosterdigi bu tolerans ile L. monocytogenes buzdolabi kosullarinda hayatta kalabilir.
Ayrica dezenfektanlara karsi direnglidir ve ylizeylere yapisik olarak kalir. Biofilm
olusturabilmesi nedeniyle de gida kaynakli kontaminasyonlara sebep olabilir

(Jamshidi ve Zeinali 2019).

Listeriozis, L. monocytogenes ile kontamine olmus bir gidanin tiiketimi sonucu
insanda olusan enfeksiyondur. Sadece L. momnocytogenes tarafindan degil, diger
Listeria tiirlerinden olan L. ivanovii ve L. seeligeri de ¢ok az sikliktada olsa bu
enfeksiyona sebep olabilir. Listeriozis enfeksiyonu insanlarda baslica menenjite,
sepsise ve hamilelerde diisiie neden olur. Kontamine olmus bir gidanin saglikli
bireyler tarafindan tiiketilmesi durumunda ¢ogu zaman ciddi sorunlar olugsmasa da
bagisiklik sistemi giliclii olmayan kisilerde menenjit ve sepsis ortaya cikabilir
(Jamshidi ve Zeinali 2019). Kiside enfeksiyon olugmasi durumunda goriilen ilk ve
genel belirtiler ates, halsizlik, kas agris1, bulanti ve ishaldir. Bu semptomlar kontamine
gidanin tiikketilmesinden sonra ilk birka¢ gilin icerisinde ortaya ¢ikar. Eger L.
monocytogenes kaynakli enfeksiyon sinir sistemini etkilerse bu semptomlarin
haricinde boyun sertligi, denge kaybi, bas agris1 ve kas kasilmalar1 meydana gelir.
Hamile bireylerde L. monocytogenes enfeksiyonu durumunda annede semptomlar
genelde hafif seyreder ve tehlike olusturmaz Ancak bebek {izerinde ayni durum s6z
konusu degildir. Anne karninda diisiik meydana gelebilir ya da bebek dogduktan sonra
birkac giin icerisinde bebegin hayati tehlikesi olusabilir. Yeni dogan bebeklerde bu
enfeksiyonun belirtileri bariz sekilde olusmayabilir. Genel olarak semptomlar ates,
istahsizlik, kusma, nefes alip vermede zorlanma ve huzursuzluk seklindedir

(Rodrigues ve ark., 2017).
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1980’11 yillarda vaka sayilarindaki artis nedeniyle listeriozis konusunda yapilan
caligmalar artmis ve 6nemli bir gida kaynakli hastalik olarak goriilmeye baglanmistir.
1981 yilinda Kanada’da beyaz lahana salatasi (Coleslaw) tiikketimi sonucu meydana
gelen salginda 17 kisi hayatin1 kaybetmis ve bu olay beyaz lahana kaynakli ilk
listeriozis salgin1 olarak kayitlara ge¢mistir. 1983 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde ilk ¢ig siit kaynakli listeriozis salgint meydana gelmistir. 1998 ve 2008
yillar1 arasinda 24 adet listeriozis salgin1 olmus ve bu salginlar salam, Frankfurter
sosisi ve Meksika tipi peynirin tiikketilmesi sonucu meydana gelmistir (Rodrigues, ve
arl., 2017). Bu salginlardan en biiyligii Frankfurter sosisi kaynakli olmus ve 1998
yilinda 14 kisi hayatin1 kaybetmistir (Farber ve ark., 2011).

2014-2015 yillarinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde ticari olarak iiretilmis,
paketlenmis karamelize elmalardan kaynaklanan L. monocytogenes salgininda yapilan
calisma sonucunda; 35 vaka belirlendigi, 12’sinin hastaneye kaldirildig1 ve 7 kisinin
hayatin1 kaybettigi tespit edilmistir. Ureticinin tesisinden ve dagitimmi yaptig
elmalardan alinan numunelerin sonucu degerlendirildiginde yiliksek oranda salgin
izolatlariyla iligkili oldugu belirlenmistir. Bu salgin ile L. monocytogenes
kontaminasyonunu en aza indirecek sekilde kritik kontrol noktalarinin belirlenmesi

gerektigi ortaya ¢ikmistir (Angelo ve ark., 2017).

Simdiye kadar kayitlara gegen en biiyiik L. monocytogenes kaynakli salgin ise Haziran
2017 ve Nisan 2018 tarihleri arasinda Giiney Afrika Cumhuriyeti’nde goriilmiis ve
1060 kisi etkilenmis, 216 kisi hayatini kaybetmistir (Clark, 2019). Salginin kaynaginin
L. monocytogenes’le kontamine olmus ve yemekhanelerde verilen sosis oldugu tespit

edilmistir (Juno Thomas ve ark., 2020).

Tirkiye’de simdiye kadar kayda gecen L. monocytogenes kaynakli bir salgin
goriilmemistir. Ancak Anadolu’nun cesitli yorelerinden alinan ¢ig siit numunelerinin
%18,2’sinin L. monocytogenes igerdigi yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikmigtir

(Yavuz ve Korukoglu 2010).
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L. monocytogenes igerme riski yliksek olan gidalar arasinda arasinda midye ve istiridye
gibi deniz iiriinleri, yesil sebzeler, taze meyvelerden iiretilmis meyve sulari, sosis-
salam gibi islem gormiis et irilinleri, pastorize edilmemis siit, pastorize edilmemis

siitten tiretilen dondurma, feta, ricotta gibi yumusak peynirler yer alir.

L. monocytogenes’in sicaklik uygulamasiyla inaktivasyonu konusunda yapilan bir
calismada FDA ’nin gerektirdigi 5 log diizeyinde bir azalma amaglanmis ve bu islem
icin konveksiyonel 1s1 uygulamasinin yaninda mikrodalga 1sitma yontemi de
denenmistir. Endiistride mikrodalga 1sitma yonteminin diger yontemlere gore hizl
olmasi ve kullanilan ekipmandan kaynaklanan 1s1 kaybinin dnlenmesi gibi avantajlari

bulunmaktadir (Heddleson Doores, 1994).

Sicaklik uygulamalarinin  yani1 sira, gida koruyucularindan nisinin de L.
monocytogenes’in gelisimi lizerindeki inhibe edici etkisi oldugu Boziaris ve Nychas
(2006)’1n yaptig1 calismalar sonucu ortaya konmustur. TSB besiyerinde nisin
kullanmadan, %0-2,5 aralifinda degisen tuz konsantrasyonunda 25-35°C sicaklik
degerleri arasinda L. monocytogenes’in gelisim gosterebildigi en diisiik pH degeri 4,81
olarak bulunmustur. Tuz konsantrasyonunun arttigt (%10,5) ve su aktivitesinin
azaldig1 besiyerlerinde ise gelisim goriilen en diisiik pH degeri 6,7 olarak 6l¢iilmiistiir.
Bu acgidan tuzun L. monocytogenes lizerindeki inhibe edici etkisi ortaya ¢ikarilmigtir.
Besiyerlerine ayn1 sicaklik (25°C) ve tuz konsantrasyonu degerinde (%10,5 w/v), 50
IU/mL degerinde nisin eklenmesi durumunda ise herhangi bir gelisim gozlenmemis ve
bu sonug nisinin L. monocytogenes gelisimi tizerinde ne denli etkili oldugunu agik bir

sekilde ispatlamistir (Boziaris ve Nychas, 2006).

L. monocytogenes’in meyve sularinda sebep oldugu kanitlanmais bir salgin olmamasina
ragmen her alanda yasamimi silirdiirmesi nedeniyle pastérize meyve suyu iiretim
asamasinda transfer, harmanlama vb. asamalarinda potansiyel kontaminasyon riski

olusturdugu icin hedef mikroorganizma olarak kabul edilmektedir (FDA, 2004)
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2.3. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Gidalarda Kullanimi

Insanoglu, hayatim siirdiirebilmek i¢in ihtiya¢ duydugu besinlerin énemli bir kismin1
bitkilerden temin etmektedir. Bitkiler karbonhidrat, yag, protein, mineral madde ve
vitamin gibi besin bilesenleri i¢in olduk¢a 6nemli kaynaklar1 olusturmaktadir. Bitkiler
beslenme ihtiyacinin karsilanmasinin yani sira ilag, kozmetik, kimya, gida ve zirai

miicadele gibi sektorler i¢in de son derece dnemlidir (Goliikeii ve ark. 2012).

Tibbi ve aromatik bitkilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de antimikrobiyal aktivite
gostermeleridir. Bitki esansiyel yaglarinin antimikrobiyal aktiviteleri bir takim
mekanizmalara baglanmaktadir. Ornegin sogan (Allium cepa) ve sarimsak (Allium
sativum)’dan elde edilen izotiyosiyanatin antimikrobiyal aktivitesi extraseliiler
enzimleri inaktive edebilme yetenegine baglanmaktadir (Brul ve Coote, 1999). Cogu
esansiyel yaglarin antibakteriyel etkileri hiicre duvarinin yapisini bozmalarindan
kaynaklanmaktadir. Bu aktivite elektron aligverisini, iyon yogunlugunu, protein
sentezini, fosforilasyon adimlarini ve enzimlere baghh direk reaksiyonlar
etkilemektedir. Biitiin bunlar da bakterinin kimyasal ozmotik dengesini kaybetmesine

neden olmaktadir (Ultee ve ark., 1999; Cox ve ark., 2000; Dorman ve Deans, 2000).

Bitkisel materyalden esansiyel (eterik) yag elde edilmesinde kullanilan yontemler;
sulu destilasyon, su-buhar destilasyonu, buhar destilasyonu, maserasyon(yumusatma)
destilasyonu, empiromatik (yikici) destilasyon ve preslemedir. Presleme digindaki
biitiin yontemlerde esansiyel yagin ¢ikarilmasinda 1s1 enerjisi gereklidir (Oztekin ve

Soysal, 1998).

2.4. Limon otu (Cymbopogon spp. )

2.4.1. Limon otu bitkisinin 6zellikleri, yetistirilmesi ve bilesimi

Limon otu, Poaceae (Gramineae) familyasina ait, yaygin olarak "tatli ¢imen" adiyla

bilinen, latince ad1 Cymbopogon olan ¢ok yillik monokotiledon bir ottur. Cymbopogon,

Asya'nin tropikal ve yari tropik bolgelerine 6zgii yaklasik 55 tiirden olusan bir cinstir.
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Gliney ve Orta Amerika, Afrika ve diger tropikal lilkelerde de yetistirilmektedir. Limon
otu, yogun kiimeler halinde biiyiir. 1,8 m (6 ft) yiiksekliginde ve 1,2 m (4 ft)
genisligindedir. 1,3-2,5 cm (0,5-1,0 ing¢) genisliginde kayis benzeri yapraklart olan
kisa rizomlara sahiptir. Limon otu bitkileri tipik olarak ¢igek veya ¢igekli salkim
tiretmez (Jagadish Chandra, 1975; Reij ve ark., 2015; Abdulazeez ve ark., 2016) (Sekil
2.1.).

Sekil 2.1. Limon otu (Cymbopogon spp.) bitkisi

Limon otu, igerigindeki yaglar, proteinler, lifler ve mineraller gibi besinler disinda
ayrica alkaloidler, flavonoidler, fenoller, saponinler, tanenler ve terpenoidler olarak
gruplandirilabilen gesitli biyoaktif bilesikler igerir (Reij ve ark., 2015). Limon otu A
vitamini tiretiminde kullanilan dogal sitralin ana kaynagidir. Fakat giiniimiizde sentetik
sitral Uretimi ile onemini kaybetmeye baglamistir. Kullanim alanlar ile en dnemli

bitkisel yaglardan biri olarak kabul edilmektedir (Attokaran, 2011).

Limon otu iiretiminde tohumdan ve koklii filizlerinden yararlanilmaktadir. Tohumdan
tiretimde optimum kosullar, uygun sicaklik ve nem miktar1 saglanirsa 5-6 giin i¢inde
filizlenme gergeklesmektedir. Fideler ise yaklasik 60 giinlilkken ekime hazir hale
gelmektedir. Sulanan arazilere veya yliksek yagis alan alanlara hektar basina toplam
125.000 adet bitki ekilir, diisiik yagis alan bolgelerde hektar basina 60.000 adet bitki
ekilmesi tavsiye edilen yogunluktur. Bitki ¢ok g¢esitli topraklarda yetisir.
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Ancak en iyi verimi pH degeri 4.3-8.4 arasinda olan, iyi drene edilmis kumlu
topraklarda verir. Bitki suya kolayca ulastifinda yil boyunca ii¢ ile dort hasat verebilir.
Derin kdklenme sistemi nedeniyle susuz kurak arazi kosullarinda, yagmur mevsiminde
yilda bir ile iki kesim yapar ve bir sonraki yagmur mevsimine kadar hayatta kalir.
Limon otunun verimi ve yag igerigi toprak kosullarindan etkilenir (Abdulazeez ve ark.,

2016).

Limon otunun genellikle kullanilan 3 tiiri Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon
citratus, Cymbopogon pendulus olarak tanimlanmaktadir. Cymbopogon flexuosus;
Dogu Hint, Cochin veya Malabar otu olarak bilinir. C. flexuosus, yaklasitk 2 m
yiiksekliginde, piiskiillii, saglam, ¢ok yillik bir ottur. Yapraklar dogrusal ve mizrak
seklindedir. Serbest¢e cicek acar. Biri sapli digeri sapsiz olmak iizere ¢iftler halinde
sivri ucludur. Sapsiz, kilgikli, bisekstiel bir ottur. Bu tiiriin altinda, gévdenin rengine
gore iki c¢esit belirlenir. Bunlar C. flexuosus var. flexuosus ve C. flexuosus var.
albescens’dir. Cymbopogon citratus; Bat1 Hint veya Amerikan limon otu olarak bilinir.
Kisa rizomat6z anaglardan ¢ikan ¢ok sayida sert koklere sahip, sapsiz ¢ok yillik bir
ottur. Nadiren ekim altinda ¢igek acar. Yaprak dar, dogrusal, mizrak seklindedir. Ugucu
yagt %74-76 oraninda sitral igerir ve alkol ¢oziinirligl disiiktir. Cymbopogon
pendulus; Jammu limon otu ve dogada beyaz saph ciice olarak bilinir. Bitki dona
dayaniklidir ve Kuzey Hindistan'in Himalaya bdlgelerinde yetistirilir. Ugucu yagi,
yaklasik %75-80 oraninda sitral igerir ve alkolde orta ¢oziiniirliik sergiler (De Skaria

ve ark., 2016).

Limon otundan elde edilen bitkisel yag genel olarak giivenilir kabul edilir ve diger
bitkisel yaglar gibi aromatik ve tatlandirict bilesenler igerir. Ayrica, antimikrobiyal
Ozelligi nedeniyle yapilan ¢alismalar ile gida maddelerine ilave edildiginde; gida
kalitesinde organoleptik ozelliklerin korunmasma yardimci oldugu, yiyeceklerin
bozulmasinda mikrobiyal aktiviteyi geciktirdigi ve bdylece ekonomik kaybin
azaltilmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Limon otu yagmin bu o6zellikleri
degerlendirildiginde daha uzun raf Omrii gerektiren gida iirlinlerinin iiretiminde
kullanilabilmesi miimkiindiir. Ayrica yapay koruyucular yerine endiistride gida

koruyucu madde olarak kullanimi 6nerilmektedir (Abdulazeez ve ark., 2016).
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Bitkisel yaglar; ciceklerden, bitkilerden, agaclardan ve cesitli bitkisel materyal
kullanilarak elde edilir. Bu yaglar karmasik kimyasal yapiya sahiptir. Terpenler ile
iliskili olarak aldehitler, ketonlar ve alkoller ana kimyasal bilesimini olustururlar. Bu
yiizden bitkisel yaglar parfiim, sabun, kozmetik, deterjan, ve ilag endiistrisi gibi ¢esitli
alanlarda kullanilirlar. Limon otu kuru agirlik bazinda %1-2 bitkisel yag igermektedir.
Bitkisel yaglar distilasyon (damitma) yoluyla elde edilirler. Limon otu yag: iiretiminde
buhar ve su distilasyonu geleneksel yontemlerdir. Ancak bu sekilde yag elde etmek
uzun silirmektedir. Son zamanlarda kullanilan Yenilik¢i Mikrodalga Destekli
Hidrodistilasyon yontemi ekstraksiyon siiresini azaltmakla kalmaz ayni1 zamanda yag
kalitesini de korur. Basingli nitrojen gazi kullanarak sivi ekstraksiyon da, yeni bir
tekniktir ve geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda daha kaliteli yag verdigi
goriilmiistiir (Reij ve ark., 2015).

Limon otunun ¢ogu tiirii irettikleri bitkisel yagdan dolay1 genellikle parfiimeri,
kozmetik ve farmasotik uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda kagit
ve kagit hamuru iretimi icin seliloz kaynagi olarak, metal iyonlarinin
adsorpsiyonunda ve boyamada da basariyla kullanilmaktadir. Kompozit iiretiminde ve
biyoenerjinin yani sira silika ve metal oksitlerin elde edilmesinde de uygulamalari

vardir (Haque ve ark., 2018).

Limon otunun bitkisel yag1 baharatli, hos bir limon aromasina sahiptir ve renk olarak
sarimsi bir siv1 olarak goriiniir. Optik olarak aktiftir ve kirilma indeksi 1,483-1,489 ve

Ozgiil agirhig1 yaklasik olarak 0,89°dur (Abdulazeez ve ark., 2016).

2.4.2. Gida alaninda kullanimi ve uygulanmasi

Sanitasyon ve mikroorganizma tespit uygulamalarinda kaydedilen gelismelere ragmen
gidalarin  iretiminde, depolanmasinda ve dagitiminda meydana gelen
kontaminasyondan kaynakli sorunlar yasanmaktadir. Gidalar {iizerinde gelisen
mikroorganizmalar gidalarda bozulmalara sebep olarak insan sagligina zararli toksin
tretir ve gida kaynakli hastaliklara sebep olur; ayrica ekonomik kayiplar meydana

getirir. Gidalarda gelisen kiifler aflatoksin ve sitrinin gibi mikotoksinler {ireterek tat-
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renk kaybina ve protein yikimina neden olur. Daha once limon otunda yapilan
caligmalarda elde edilen bitkisel yagin mantar ve bakteri gelisimine herhangi bir
mikrobiyal direncle karsilasmadan antifungal ve antibakteriyel etki gosterdigi tespit
edilmistir (Abdulazeez ve ark., 2016).

Mikroorganizmalarin zararli etkilerinin sentetik gida koruyuculari kullanilarak
engellenmesi durumunda zamanla bazi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan biri
mikroorganizmalarin zamanla diren¢ kazanmasi iken digeri gida etigi ile ilgilidir. Son
yillarda sentetik koruyucularin pahali olmast ve insan sagligina etkisinden dolay1
dogala yonelme egilimiyle birlikte sentetik yerine bitkisel koruyucular onem

kazanmistir Abdulazeez ve ark., 2016).

2.4.3. Limon otu yagi icerigi, 6zellikleri ve minimum inhibitor konsantrasyonu

Limon otu yag1 gesitli terpen ve terpenoid bilesiklerden olusmaktadir. Ana bileseni
siklik ve asiklik monoterpenlerdir. Monoterpenler ise geranil difosfattan liretilmektedir
(Mukarram ve ark., 2022). Limon otu yag1 gen¢ ve hizli biiyliyen limon otu bitkisinin
yapraklarinda ve ciceginde iiretilir. Ozellikle yapraklarlardaki proksimal damar demeti
arasindaki fotosentetik olmayan parankimal yag hiicrelerinde depolanir (Lewinsohn
ve ark., 1998; Ganjewala ve Luthra, 2010). Limon otu bitkisinin kuru maddede
yaklasik %1-2si yagdir (Carlson ve ark., 2001; Ranade, 2015). Limon otu yaginin
bilesimini neralin- [B-sitral (%?24,6), geranial- o-sitral (%12,73), geranyl asetat
(%12,44), sitral (%18.7), limonen (%7,55), isogeranial, geraniol, sitronellal,
sitronellol, germacrene D ve elamel olusturur (Plata-Rueeda ve ark., 2020; Mukarram
ve ark., 2021; Abdulazeez ve ark., 2016).  Sitral, geranial (o-sitral) ve neral (-
sitral)’in  dogal bir kombinasyonudur ve limon otu yagi i¢in kaliteyi belirleyici

krtiterdir (Pengelly, 2004; Muturi ve ark., 2020).

Limon otu yaginin antimikrobiyal aktivitesi biiylik 6lgiide sitrale baglidir (Sharma ve
ark., 2005; Adukwu ve ark., 2016). Limon otu yagi ¢ift kath lipid tabakasindan olusan
sitoplazmik membranlarin1 pargalamak suretiyle bakterileri inhibe eder. Bitkisel

yaglarin antibakteriyel aktivitesi; bakterilerin ¢ift kathi fosfolipid katmanini
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parcalamasi sonucu hiicresel bilesenlerde, enzimlerde ve genetik materyalinde yikim
meydana getirmesiyle olusur (Kotzekidou ve ark., 2008). Limon otu yagi hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi etkilidir fakat farkl: hiicre duvar yapilari
nedeniyle etkisi ayn1 degildir (Onawunmi, 1984; Kotzekidou ve ark., 2008; Naik ve
ark., 2010; Vazirian ve ark., 2012).

Limon otu yagmin bakteriyostatik ve bakterisidal etkisi etki ettigi bakteriye ve limon
otu yaginin uygulanan konsantrasyonuna baglidir (Hassoun ve Coban, 2017; Dewi ve
ark., 2021). Limon otu yaginin kullanimu ile ilgili sinirlama getirilmemistir fakat etken
maddesi olan sitralin Uluslararas1 Koku Birligi (IFRA) yonergelerine gore belirli
kisitlamasi vardir (Ranade, 2004). Limon otu yaginin etkinligi bitkinin hangi gelisim
asamasinda hasat edildigi, ¢evresel faktorleri, sicaklik, ekstraksiyon yontemi gibi

morfolojik ve fizyolojik faktorlere baghdir (Swamy ve ark.,2016).

Limon otu yagimin antifungal ve antibakteriyel 6zelliklerinde yapilan caligmalarda
feslegen (Ocimum basilicum), kekik (Origanum vulgare), tar¢in (Cinnamomum
zeylanicum) ve defne (Laurus nobilis) gibi diger bitkisel yaglara gore daha etkili
oldugu tespit edilmistir (Silveira ve ark., 2012). Ayrica Naik ve ark., (2012)tarafindan
yapilan ¢aligmada limon otu yaginin gida giivenligini saglamak ve raf Omriini

uzatmak amaciyla kullaniminin uygun olabilecegi goriilmiistiir (Abdulazeez ve ark.,
2016).

Limon otu yag1 gibi dogal aroma kompleksleri diisiik konsantrasyonlarda tat veya
koku alma reseptorleri tarafindan kolayca anlagilabilir ve bu seviyelerde mikrobiyal
vb. agidan etkilerini gosterirler. Ancak daha yliksek seviyelerde bunlarin molekiiller
ve metabolitleri toksik hale gelebilir. Bu nedenle, dogal aroma vericiler kullanilirken
kimyasal bilesime dayal1 olarak giivenligi degerlendirilmelidir (Smith ve ark., 2005).
Antimikrobiyal, antifungal ve organoleptik vb. acilardan yapilan  caligmalar
degerlendirildiginde bir¢ok mikroorganizmaya karst limon otu yaginin gidanin
biyolojik olarak korunmasi ve depolanmasi i¢in iyi bir aday oldugu sonucu ¢ikarilabilir

(Abdulazeez ve ark., 2016).
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Limon otu yagmin hedef mikroorganizmalara karsi minumum inhibitor
konsantrasyonunu belirlemek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. E. coli’ye karsi
%0,06-0,12 (Naik ve ark., 2010); Acinobacter baumannii’ye karst %0,25 (Adukwu ve
ark., 2016 ilavesi minumum inhibitor konsantrasyon olarak belirlenmistir. Bassolé ve
ark., (2011) limon otu yaginin 10 mg/mL ilavesinde E. coli’ye; 8,3 mg/mL ilavesinde
ise L. monocytogenes’e karst minimum inhibitdr etki gosterdigini rapor etmistir.
Limon otu yag gibi fitokimyasal icerikli esansiyel yaglar limon otu yag1 gibi %0,05-
0,1 araliginda gidalara ilave edildiginde patojenlere kars1 etkili olmaktadir ve E. coli
O 157:H7 ve L. monocytogenes’e karst inhibitor etki gostermektedir (Taj Karimi ve

brahim 2012).

Friedman ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada limon otu yaginin elma suyundaki
antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir. Biitiin denemelerde askorbik asit igeren,
berrak yapidaki elma suyundaki liom otu yaginin inhibitor etkisnin askorbik asit
icermeyen bulanik yapidaki elma suyundan daha fazla oldugu sonucuna ulasilmstir.
Bunun nedenini antimikrobiyal etken maddenin bulanik elma suyunda parcaciklarin

yiizeyine yapismasi ve bu yiizden etkinliginin azalmasi olarak agiklamislardir.

Limon otu yagmin elma suyundan farkli olarak ananas suyundaki antimikrobiyal
etkisini gézlemlemek icin yapilan ¢alismada 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hacmen
%0,1 degerinde limon otu yagi iceren ananas suyunda E. coli gelisminin %88,06
oraninda engellendigi sonucuna ulagilmistir. Hacmen %0.2 limon otu yagi igeren
ananas suyunda bu oran %90,57 iken, %0,3 konsantrasyon degerinde %93,38’dir. Bu
konsantrasyon degerleri igin inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda ise bakteri
popiilasyonlarinda meydana gelen azalma sirasi ile %79; %80,24 ve %86,49 olarak
tespit edilmistir. Bunun nedeni limon otu yaginda bulunan ve antimikrobiyal 6zellik
gosteren terpenoidlerin ugucu olmasi dolayisiyla zaman gectikce bu ozelliklerini

kaybetmesidir (Celina ve ark., 2019).

Limon otu yag1 ve igerisinde bulunan sitral bileseninin antimikrobiyal aktivitesi
lizerine yapilan kiyaslamada, minimal inhibisyon konsantrasyon degeri limon otu yagi

icin %0,25-%]1 deger araligindayken sitral i¢in %0,06- %0,25 degerleri arasinda
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bulunmustur. Bu degerler sitralin bilesen olarak kullanildiginda, limon otu yaginin
biitiin olarak kullanilmasindan daha etkin bir sekilde antimikrobiyal etki gosterdigini

belirtmektedir (Adukwu ve ark., 2016).

Massilia ve ark., (2006) yaptiklari ¢alismalarda limon otu yagmin elma ve armut
suyundaki antimikrobiyal etkisini ortaya ¢ikarmislardir. Baslangicta 6,2x102 kob/mL
olan E. coli mikrobiyal yiikii, 3 uL/mL konsantrasyonunda limon otu yagi eklenmesi
durumunda tamamiyle inhibe olmustur. Limon otu yaginin bu bakimdan palmarosa
bitkisinden daha etkili bir antimikrobiyal 6zellik tagidigi yapilan ¢aligmada tespit
edilmistir. Palmarosa yaginin ayn1 antimikrobiyal etkiyi gosterebilmesi i¢in eklenmesi

gereken konsantrasyonu 10 uL/mLolarak bulunmustur (Massilia ve ark., 2006).

Gilling ve ark., (2019) ¢alismalarinda limon otu yaginin E. coli inhibisyonu iizerindeki
etkinligini bir kez daha tespit etmislerdir. Besiyerlerine eklenmis olan %0,05 ve %0,3
konsantrasyonundaki limon otu yaginin 5 dak. uygulanmasi sonucunda E. coli
sayisinda sirasiyla 0,55 ve 4,37 log azalma oldugunu tespit etmislerdir (Gilling ve ark.,
2019).

Limon otu yagi sadece E. coli iizerinde degil, diger bakteriler iizerinde de
antimikrobiyal etki gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada S. aureus, B. cereus, B.
subtilis, E. coli, K. pneumoniae ve P. aeuruginosa bakterileri tizerinde %5, %10, %15,
%20, %25 ve %30 konsantrasyonlarinda limon otu yagi ilave edilmistir. Kullanilan
limon otu yagmin konsantrasyonu arttikca antibakteriyal etkinin de arttig
gozlemlenmistir. E. coli i¢in minimum bakterisidal konsantrasyon degeri %0,12 olarak
bulunmus, en diisiik deger ise %0,06 ile S. aureus iizerinde tespit edilmistir. Yapilan
deneyde limon otu yagmin etki gostermedigi tek bakteri P. aeruginosa olarak
bulunmustur (Naik ve ark., 2010).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan limon otu yagi (Cymbopogon citratus) Botalife-Manolya
Dogal ve Aromatik Uriinler Gida Sanayi ve Ticaret Limited Sirketinden temin
edilmistir. EIma suyu olarak ise yerel bir marketten temin edilen, koruyucu igermeyen

ve %100 elma suyundan olusan seker ilavesiz iirlin kullanilmistir.

Limon otu yaginin antimikrobiyel aktivitesini belirlemek icin kullanilan kiiltiirler E.
coli O157:H7 ve L. monocytogenes (ATCC 7644) saf kiiltiirleri Sakarya Universitesi-
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Saf kiiltiir %15 (v/v) gliserol igeren Tryptic Soy Broth (Merck, Darmstadt,

Germany) besiyeri igerisinde -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan arac ve gerecler

Bu c¢alismada, sogutmali santrifiij (Hettich Universal 320R), inkiibator (Mikrotest
MIN-120 D), ¢alkalamali su banyosu (WiseBath WSB-30), vortex (IKA MS 3 Basic),
wsiticilt manyetik karistirier (IKA C- MAG-HS7), hassas terazi (Radwag AS220 R2),
pH metre (Mettler Toledo Steven Compact S210), distile su cihazi (Niive NDS),
otoklav (WiseClave WAC-80), kar buz makinesi (Scotsman AF80AS), mikropipet
(Eppendorf Research Plus) kullanilmistir.
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3.2.2. E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes inokulumlarinin hazirlanmasi

E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes Xiiltiirleri, igerisinde 10 ml’lik %0,6 maya
ekstrakt1 ilave edilmis Tryptic Soy Broth (TSBYE) (Merck, Darmstadt, Almanya)
besiyeri bulunan deney tiipine 100 pL aktarilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ayn1 iglem ikinci seferde ilk aktiflestirmesi yapilan kiiltiirden 10 ml’lik
TSBYE besiyeri bulunan deney tiiptine 100 pL aktarilarak 37°C’de 18-24 saat

inkiibasyona birakilarak tekrarlanmistir.

Inkiibasyon isleminden sonra aktiflestirilmis E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes kiiltiirleri santrifiij tiipiine aktarilarak 4°C’de 5000 devir/dak. hiz ile
10 dak. santrifiijlendikten sonra supernatant uzaklastirilmistir. Tiip icerisinde geriye
kalan pelet iizerine 10 mL steril peptonlu su (%0,1 pepton; Merck, Darmstadt,
Germany; PW) ilave edilerek vortex ile karistirilmis ve tekrar aymi kosullarda
santrifiijlenmigtir. Steril peptonlu su ile yikama islemi bir kez daha tekrar edilerek
besiyeri kalintilar1 tamamen uzaklastirilmistir. Son islem olarak peletin {izerine ilave
edilen steril peptonlu su ile orijinal hacmine (10 mL) tamamlanmig ve inokulum
kullanima hazir hale getirilmistir. E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes inokulumu

151l islem Oncesi hazirlanmis ve ayn1 giin igerisinde kullanilmistir.

3.2.3. Elma suyu érneklerinin hazirlanmasi ve inokiilasyonu

Denemede kullanilan elma suyu 200 ml’lik orijinal ambalajlarinda piyasadan temin

edilmis ve oda sicakliginda ambalaj1 deforme olmayacak sekilde muhafaza edilmistir.

Her 6rnekleme zamani i¢in ayri bir tiip olacak sekilde yeterli sayida tiipe 52er mL elma
suyu aktarilmis ve tiipler 3 gruba ayrilmistir. Birinci gruptaki elma suyuna 9%0,1
(1uL/mL) LOY, ikinci gruptaki elma suyuna %0,2 (2uL/mL) LOY olacak sekilde ilave
edilmis ve homojen dagilim saglamak igin karistirilmustir. Ugiincii gruptaki tiipler ise
kontrol grubu olup LOY ilave edilmemistir. Daha sonra 3.2.2°de anlatildig1 sekilde

hazirlanan E. coli O157:H7 inokulumundan 100’er uL alinarak tiiplere aktarilmstir.
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Ayni islem L. monocytogenes icin de tekrar edilmistir. E. coli O157:H7 ve L.

monocytogenes elma suyu 6rneklerine 7-8 log kob/mL diizeyinde inokiile edilmistir.

3.2.4. Isil islem

E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes inokiile edilmis elma suyu 6rneklerine dort
farkli sicaklikta (55; 57,5; 60; 62,5°C) 1s1l islem uygulanmistir. Calismada kullanilan
calkalamali su banyosu sabit sicakliga geldikten sonra yukarida anlatildigi sekilde
hazirlanan ornekler aralikli olarak deney tiipli standina yerlestirilerek cihaz igine
konulmustur. Toplam 1s1l islem siiresi sicakliga bagl olup; 55°C’de 60 dak, 57,5°C’de
12 dak, 60°C’de 7 dak ve 62,5°C’de 4 dak olarak uygulanmistir. E. coli O157:H7
ornek grubundan 55°C’de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik siirelerde; 57,5°C’de 0,
2,4,5,6,8,10, 12. dak.’lik siirelerde 60°C’de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7. dakikalik siirelerde
ve 62,5°C’de 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240 saniyelik siirelerde Ornekleme
yapilmistir. L. monocytogenes 6rnek grubundan 55°C’de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60
dakikalik stirelerde; 57,5°C’de 0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8. dakikalik siirelerde 60°C’de 0, 1,
2,3,4,5, 6, 7. dakikalik siirelerde ve 62,5°C’de 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240
saniyelik siirelerde 6rnekleme yapilmistir Her bir grup icin en az sekiz 6rnekleme
yapilmasi planlanmistir. Belirtilen siire kadar 1sil isleme tabi tutulan 6rnek hizla
sogutulmak amaciyla siire sonunda hemen igerisinde buz ve su karisimi bulunan kaba

alinmistir.

3.2.5. E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes sayimi

Sogutulan orneklerin fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) ile seri diliisyonlari
hazirlanmistir. Daha 6nceden belirlenen uygun diliisyonlardan TSA besiyerine 100 pL.
ekim yapilarak drigalski spatiilii ile yayilmistir. Petri kutular1 37°C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda TSA’da olusan koloniler sayilmis, sonuglar

log kob/mL olarak ifade edilmistir.

Elma suyunda hammaddeden gelen herhangi bir kontaminasyon olup olmadiginin

tespiti icin inokiile edilmemis meyve suyundan PALCAM ve SMAC (Merck,
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Darmstadt, Almanya) agar besiyerlerine direkt ekim yapilmis 37°C’de 48 saat

inkiibasyona birakilmigtir.

3.2.6. Membrani zarar gormiis hiicre sayisinin belirlenmesi

Calismanin ikinci kisiminda B6liim 3.2.2. ve Boliim 3.2.3.”de anlatildig: sekilde tekrar
aktiflestirilmesi yapilan mikroorganizmlar elma suyuna inokiile edilmistir. 3.2.4. Isil
islem baslhiginda antadildigi gibi E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes 6rneklerine
1s1l islem dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60; 62,5°C) uygulanmigstir. Toplam 1s1l islem
stiresi sicakliga bagli olup E. coli O157:H7 igin 55°C’de 0, 10, 30. dak., 57,5°C’de 0,
4, 8. dak., 60°C’de 0, 3, 6. dak. ve 62,5°C’de 0; 1,5 ve 3. dak.’lar i¢in Ornekleme
yapilmistir. L. monocytogenes’in ise 55°C’de 0, 10, 30. dak., 57,5°C’de 0, 3, 6. dak.,
60°C’de 0, 3, 6. dak. ve 62,5°C’de 0, 1, 2. dak. i¢in 6rnekleme yapilmistir

E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes gruplarindaki membran1 zarar gormiis hiicre
sayisinin tespiti i¢in %3 sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi igeren TSA besiyeri ortami
hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak membrani zarar gérmemis hiicre sayist ise TSA
besiyeri kullanilarak tespit edilmistir. Sublethal hasar ve lethal hasar arasindaki zaman
farkina dikkat edilerek 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
sonunda TSA ve TSA+%3 NaCl besiyerlerinde olusan tipik koloniler E. coli O157:H7
ve L. monocytogenes olarak sayilmis ve sonuglar log kob/mL olarak ifade edilmistir.
Membran1 zarar goérmiis hiicrelerin sayisi besiyerlerinde inkiibasyona birakilan

hiicreler arasindaki farktan tespit edilmistir (Espina ve ark., 2016)

3.2.7. Log-Lineer ve Weilbull inaktivasyon modellerine uyumlama ve D degerinin

hesaplanmas

Caligsma sonucunda tespit edilen E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes sayilar1 her bir
sicaklik degeri icin logartitmik birime ¢evrilmis ve Microsoft Excel programinda
zamana kars1 tablolara aktarilmistir. Canli mikroorganizma sayisinin zamana bagli
grafigi cizilerek, hayatta kalma egrisi olusturulmustur. Deneysel veriler GlnaFit

(Geeraerd ve ark., 2005) yazilim1 kullanilarak Log-Lineer ve Weibull inaktivasyon
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modellerine uyumlanmistir. Log-Lineer modele (Bigelow ve Esty, 1920) ait esitlik
asagida verilmistir (Denklem 3.1).

logl0 (N) = logl0 (No) — t/D log10 (No)-kmax > t/In(10) (3.1)

Formiilde N, t zamandaki hiicre sayis1 (kob/mL); Ny, baslangi¢ hiicre sayisi (kob/mL),
kmax, maksimum inaktivasyon hizidir (1/sa). En az bes veri iceren inaktivasyon egrileri
D degeri hesaplamada kullanilmis olup, belirleme katsayis1 (#*) 0,91 veya daha
biiyiiktiir. D degeri asagidaki formiille hesaplanmistir (Denklem 3.2).

D degeri = 2,303/kmax (3.2)

Calismada kullanilan diger model olan Weibull (Mafart ve ark., 2002) ait esitlik
asagida verilmistir (Denklem 3.3).

log Ny = log Ny (t/0) (3.3)

Ny belirli bir siire sonrasinda hayatta kalan hiicre sayisi, Ny baglangi¢ hiicre sayisi, &
bir log azalma icin gerekli siire, p egrinin sekil parametresi olup p<1 konveks, p>1
konkav, p=1 dogrusaldir (Mafart ve ark., 2002). Bu modellerin dogrulugu RMSE
kullanilarak ol¢lilmiistiir. Bes log azalis icin gereken zaman ikinci dereceden bir

denklem kullanilarak elde edilmistir.

3.2.8. z degerlerinin hesaplanmasi

Her bir 6rnek grubundaki sicaklik degerleri i¢in elde edilen D degerlerinin logaritmast
Microsoft Excel programinda sicaklik degerine karsi grafige aktarilmis ve egrinin
egiminden asagidaki formiille z degeri hesaplanmistir.

Z degerleri lineer regresyon kullanilarak bulunmustur (Denklem 3.4)

z=-1/egim 3.4)
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3.2.9. Tahmini D degerlerinin hesaplanmasi

Farkli sicakliktaki D degerleri daha 6nceden 60°C i¢in hesaplanmis olan D degeri baz

aliarak asagidaki formiile gore hesaplanmistir ( Denklem 3.5).

Dy = log™[ log Dy - ((t« - t,)/z)] (Bolton ve ark. 2003) 3.5

Dy, x°C ig¢in hesaplanan D degeri (tahmin edilen D degeri); Dy, y°C i¢in deneysel
veriler kullanilarak hesaplanmis D degeri; ty, deneysel verilerle D degerinin
hesaplandig1 sicaklik derecesi; tx tahmini D degeri hesaplanacak sicaklik derecesi; z

ise z degeridir.

3.2.10. pH ol¢iimii

pH tayini i¢in elektrometrik metod kullanilmistir (Mettler Toledo Steven Compact
S210). LOY ilave edilmeden 6nce ve ilave edildikten sonra (%0,1 ve 0,2) elma suyu

orneklerinin pH degeri 6l¢iilmiistiir.

3.2.11. istatistiki analizler

Caligma iki tekerriirlii yiiriitiilmiistiir. Mikrobiyolojik analizlerin varyansi SPSS
programi (IBM SPSS Statistics for Windows versiyon 24.0) kullanilarak bulunmustur.
Duncan ¢oklu karsilastirma testi gruplar arasindaki farki bulmak i¢in kullanilmistir

(p<0,05).



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Elma suyunun pH’mnin belirlenmesi

Arastirmada kullanilan elma suyuna farkli konsantrasyonlarda (%0,1 ve %0,2) ilave
edilen limon otu yagmin (LOY) elma suyunun pH degeri iizerine etkisi belirlenmek
istenilmistir. Kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY iceren drneklerin pH degeri

oOlgiilerek istatistiki farkin olup olmadigi incelenmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Elma suyuna LOY ilave edilmesi ile 6l¢iilen pH degeri
LOY Konsantrasyonu

(%) PH

0 3,74+0,182
0,1 3,78+0,212
0,2 3,81+0,152

(@): Aym siitunda aymi harfle gosterilen pH
degerleri arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli
degildir (p>0,05; n=5).

Yapilan analiz sonucunda, LOY 'nin elma suyunda konsantrasyonuna gore pH degeri
Olclimii ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlaml bir farklilik yoktur (p>0,05).
Tiirkiye’de iiretilen elma sularmmin pH degerlerinin 3,49-4,01 arasinda oldugu
belirlenmistir (Tiifekci ve Fenercioglu, 2010; Ag¢am ve ark., 2018). LOY nin ise pH
degeri 4,1-5,1 arasindandir (Ling ve ark., 2018). Leite ve ark. (2016) yaptiklar
calismada elma suyuna yakin asiditiye sahip pH degeri 3,92 olan ananas suyuna 1,25
ve 2,5 pL/mL LOY ilave edilmesiyle pH degerinin sirasiyla 3,88; 3,82 oldugunu
belirlemis ve ananas suyuna LOY ilavesinin pH degeri i¢in istatistiki olarak farklilik
meydana getirmedigi tespit etmistir (p>0,05). Bu ¢alismada oldugu gibi pH degeri 3,9
olan meyve sularina LOY ilavesi pH degeri iizerine istatistiki olarak anlamli farklilik

yaratmamistir.
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4.2. Elma suyundan SMAC ve PALCAM agar besiyerlerine ekim yapilmasi

Aragtirmada kullanilan hammadde olan elma suyu kaynakli herhangi bir
kontaminasyon olup olmayacagini belirlenmesi amaciyla E. coli O57:H7 igin SMAC
agar besiyerine ve L. monocytogenes igin PALCAM agar besiyerine dogrudan ekim
yapilmistir. Her iki besiyeri de hedef mikroorganizmalar i¢in segicidir. 37°C’de 48 saat
inkiibasyon sonucunda besiyerlerinde koloni gelisimi olmamistir. Bu durumda elma

suyu kaynakli kontaminasyon olmadigi tespit edilmistir.

4.3. E. coli 0157:H7’ye Ait Arastirma Sonugclari

4.3.1. Termal inaktivasyon denemelerine ait sonuclar

Calismada kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY igeren elma suyu 6rneklerine 7-8
log kob/mL diizeyinde E. coli O157:H7 ilave edilmis 55; 57,5; 60 ve 62,5°C’de 1s1l
islem uygulanmis ve patojen mikroorganizmanin sayisinda zamana bagli meydana
gelen azalma belirlenmistir. E. coli O157:H7 ’nin baslangigtaki sayisinda en az 5 log
birim azalma olacak kadar siire 1s1l islem uygulanmistir ve bu sicakliklardaki E. coli

0157:H7 populasyonunun sayisindaki degisim Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

E. coli O157:H7’nin sayisinda en az 5 log birimi azalma olmasi i¢in uygulanan 1s1l
islem siiresi; 55°C’de %0,1 LOY ilave edilen 6rnege 49 dak., %0,2 LOY ilave edilen
ornege 41 dak., kontrol (%0 LOY) orneklerinde ise 53 dakikadir. 57,5°C’de %0,1
LOY ilave edilen 6rnege 9,5 dak., %0,2 LOY ilave edilen 6rnege 6 dak. kontrol
orneklerine ise 11 dak. 1s1] islem uygulanmistir. 60°C’de %0,1 LOY ilave edilen 6rnege
6 dak., %0,2 limon otu yagi ilave edilen 6rnege 5 dak., kontrol orneklerine ise 7,5 dak.
151l islem uygulanmistir. Diger yandan 62,5°C’de kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY igeren
elma suyu Orneklerine sirasiyla 4,40; 2,68 ve 2,59 dak. 1sil islem uygulanmistir.
Arastirma sonuglari incelendiginde 55°C’de elma suyuna %0,1 ve %0,2 LOY ilavesi
E. coli O157:H7’ye kars1 uygulanmasi gereken 1s1l islem siiresini sirasiyla %7,54;
%22,64 oraninda azaltmistir. 57,5°C’de bu durum %0,1 ve %0,2 LOY i¢in %13,63 ve
%45,45 oraninda gerceklesmistir. 60°C’de ise %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilmesiyle
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1s1l islem siiresinde %20,60 ve %33,34 oraninda azalis meydana gelmistir. Son olarak
62,5°C’de uygulanmast gereken 1s1l islem siiresi %0,1 ve %0,2 LOY eklenmesiyle
%39,10 ve %41,13 oraninda azalmistir. Farkli konsantrasyonlarda (%0,1 ve %0,2)
LOY ilave edilmesi ile uygulanmasi gereken 1sil islem siliresinde azalma oldugu
sonucuna ulasilmis ve LOY nin konsantrasyonu arttiginda uygulanmasi gereken 1sil
islem siiresinin daha ¢ok kisaldigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore E. coli
O157:H7’nin sayisinda 5 log birimi azalma olmasi i¢in uygulanmasi gereken 1s1l islem
stiresindeki yiizdelik degisim en ¢ok 57,5°C’de %0,2 LOY ilave edilmesiyle %45,45
oraninda tespit edilmistir (Sekil 4.1.)

55°C 57.5°C
8
8 y =-0,0923x+7.,0763 y =-0.4874x+7.4298
7 =098 7 =098
_ y =-0,5375x+7.2451
6 y= -0.0293801( ;96'7535 6 2= 0.99
R 5 ¥ =-0.8415x+7.1176
El 5 o y= -O,IPng+ 6.6227 2=0.98
5 r*=0,96
S 4 4
]
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Sekil 4.1. Dort farkli sicakliktaki (55°C; 57,5°C; 60°C; 62,5°C 1s1l islem uygulanan elma suyundaki E. coli 0157:H7
populasyonunun zamana bagli degisimi

Yapilan literatiir incelemesinde sitral ilavesi ve 1liml 1s1l islemin gidalarda E. coli

O157:H7 inaktivasyonuna sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir (Ait-Ouazzou ve
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ark., 2013; Kim ve Kang, 2017; Pagan ve ark., 2018). LOY nin ise en onemli
bilesenlerinden birisi sitraldir. Gayan ve ark. (2020) Hindistan cevizi suyunda E. coli
O157:H7’ye 53°C’de 10 dak. 1s1l islem uyguladiktan sonra E. coli O157:H7’nin
sayisinin baslangica gore 1,4 log azaldigini hesaplamis ve ayni1 iglemi 200 pL/L sitral
ilave edilerek tekrarladiginda ayni siirede E. coli O157:H7’nin sayisinin 5 log’dan
fazla azaldig1 belirlemistir. Hindistan cevizi suyunda sitral ilavesi ile yaptiklari
calismada E. coli O17:H7 ‘nin 5 log azalmasi i¢in bu sinerjist etkiyi en ¢ok 57°C’de
10 dak. 1s1l islem uygulanmasinda oldugunu rapor etmistir. Gabriel (2015), elma
suyunda E. coli O157:H7 sayisinin 5 log azalma i¢in uygulanmasi gereken 1sil iglem
stirelerini 45, 50 ve 52°C’de 481,5; 103;6 ve 45,6 dak. belirlemistir, Sicaklik 55 ve
60°C’ye artirildiginda ise 22,4 ve 10,54 dak. hesaplamistir. E. coli O17:H7
populasyonunun azalmasi i¢in 55-60°C arasinda 1s1l islem uygulamasinin daha diisiik
sicaklik degerlerine gore sicaklik degeri se¢imi ve 1s1l islem siiresi kombinasyonunda
daha basarili sonu¢ verdigini rapor etmistir. Bu c¢alismada 55°C’de E. coli
O157:H7’nin sayisinin 5 log azalmasi i¢in %0,1 ve %0,2 LOY varliginda uygulanmasi
gereken 1s1l iglem siiresi 49 ve 41 dak. hesaplanmis, uygulanan 1s1l islem sicaklig
57,5°C’ye ¢ikarildiginda ise bu siire LOY ilavesi i¢in 9,5 ( %0,1 LOY) ve 6. dak .(%0,2
LOY)’ya diigsmiistiir. Sicakligin artirilmasi ile uygulanmasi gereken 1s1l islem siiresi

%80’1in iizerinde azalmistir.

Knight ve McKellar (2007) pH 4,5 olan elma sirasinda yaptiklar calismada tar¢in ve
karanfil yaglarinin etkisini arastirmis E. coli O157:H7’nin sayisinda 5 log azalma i¢in
54°C’de elma sirasina 36,7 dak. 1s1l islem uygulanmasi gerekirken, %0,01 tarcin yagi
ilave edildiginde 22,6 dak. ve %0,01 karanfil yag: ilave edildiginde 19,9 dak. 1s1l islem
uygulanmas1 gerektigini tespit etmistir. Espina ve ark., (2014) pH 3,7 olan ticari
portakal suyunda E. coli O157:H7 varliginda portakal yag1 ve turunggil kabugunun
esas maddesi olan limonenin etkisini arastirmis, ticari portakal suyunda 45,40 dak. 1s1
islem uygulanmasi gerekirken 200 ppm limonen ilavesi ile 11,78 dak., 200 ppm
portakal yag: ilavesi ile siiresinin 19,19 dak. 1sil islem uygulanmasi gerektigini
hesaplamis ve esansiyel yag ve etken madde ilavesinin E. coli O157:H7
populasyonundaki 5 log azalma ic¢in uygulanmasi gereken 1sil islem siiresini

diisiirdiigiinii rapor etmistir. Espina ve ark., (2014) ayn1 kosullarda taze portakal
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suyuna 60°C’de 1s1l islem uyguladiginda sirasiyla kontrol, 100 ppm limonen ve 100
ppm portakal yagi iceren orneklerde E. coli O157:H7 canli popiilasyonunun 5 log
azalmasi icin gerekli siireyi sirastyla 3,89; 2,92 ve 2,83 dak. belirlemistir. Limonen
uygulanmas1 gereken 1s1l islem siiresini  %24,93 azaltirken; portakal yag: ilavesi
%27,24 kisaltmistir. Bu c¢alismada ise kontrol ve %0,2 LOY ilavesi igin 60°C’de
hesaplanan sonuglar 7,5 ve 5 dak. seklindedir ve %0,2 LOY ilavesi %33,33 oraninda
kisaltmistir. Her iki calismada da ortama esansiyel yag ilavesinin uygulanmasi gereken
1s1l islem siiresinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. IImhi 1s1 islem
uygulamalarinin esansiyel yaglarin kimyasal etkisi ile kombinasyonunda E. coli
O157:H7’ye kars1 daha kuvvetli bir etkisi oldugu goriilmektedir (Venkitanarayanan ve
ark. 1999).

Iyi iiretim uygulamalari ile iiretilen elma sularinda genellikle patojen mikroorganizma
sayis1 10° kob/mL’den azdir (Mazzotta, 2001). Fakat biitiin meyve sular1 bu sekilde
tiretilmemektedir. Meyve suyundaki en direncgli patojen mikroorganizma sayisinin 5
log azalmasi i¢in uygun 1sil islem ve siirenin sec¢ilmesi iirlinlin kalite kriterini
etkilemektedir. Bu c¢alismada daha diisiik sicakliklarda LOY ile ilimli 1s1l iglem
uygulandiginda 1s1l islem siiresinin kisaldig1 belirlenmistir. Ayrica esansiyel yaglarin
iliml1 1s1l iglem ile kombine edilmesi mikroorganizmalarin 1s1l direncini de kirdig1 i¢in

meyve suyu iiretiminde uygulanabilir yontem olarak degerlendirilebilir. .

4.3.2. E. coli O157:H7’nin inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull

modellerine uyumlanmasi

Calismada dort farkli sicaklikta (55; 57.5; 60 ve 62,5°C) ornekleme yapilarak
belirlenen canli kalan hiicre sayisi log birime g¢evrilerek her bir tekerriir i¢in GlnaFiT
(MS Excel, GInaFiT version 1.6) programi kullanilarak hesaplama yapilmistir
(Geeraerd ve ark., 2005). GlnaFit programinda Log-lineer (Bigelow ve Easty, 1920)
ve Weibull (Mafart ve ark., 2002) modele uyumlanarak D degeri hesaplanmistir. “D
degeri” canli organizma sayisinin, sabit bir sicaklikta %90°1nin azalma stiresi olarak
tanimlanmaktadir. Bigelow modeline gore sabit sicaklik altinda mikrobiyal yogunluk

ile 1s1l iglem stiresi arasinda log-lineer iliski meydana gelir (Bigelow, 1921). Bigelow
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ve Easty, (1920) geleneksel log-lineer yontemi modifiye ederek basit dogrusal egri ile
D degerini hesaplamigtir. Fakat mikroorganizmalara 1si1l islem uygulanmasi
durumunda Mafart ve ark., (2002) bakterilerin hayatta kalma egrilerini inceleyerek
bunlarin hiicrelerin termal stresine gore konkav ve konveks dagilim gdésterdigini
belirlemistir. Bunu i¢in Log-Lineer modelde bazi degisiklikler yaparak yeni bir model
elde etmistir. Bu yeni model ile bakterilerin desimal azalmasindan elde edilen veriler
ile 1s1l islem uygulamalar1 daha iyi karakterize edilmistir. Weibull model termal

inaktivasyonun etkisinin oldugu istatistik model oldugu i¢in Log-Lineer modele gore

daha esnek bir modeldir (Mafart ve ark., 2002; van Boekel, 2002).

Calismada dort farkli sicaklikta elde edilen E. coli O157:H7’nin zamana bagli verileri
GlnaFit programinda Log-lineer (Bigelow ve Easty, 1920) modele gore uyumlanarak
4 Desimal Azalma, r? ve Tahmin Hatalarinin Standart Sapmas1 (RMSE) degerleri ile
Weibull (Mafart ve ark., 2002) modele uyumlanarak 4 Desimal Azalma, r?>, RMSE
degerleri ile & ve p parametreleri elde edilmistir. GlnaFit programinda alinan
verilerden; r? regresyon katsayist olup modelin performansini gostermek igin
kullanilir ve 1 degerine ne kadar yakinsa regresyon modelinin o kadar uyumlu oldugu
sonucunu verir. RMSE ise hatalarin regresyon egrisinin veri noktalarindan ne kadar
uzak oldugunu gosterir ve 0’dan o’a kadar degisebilir. RMSE degeri 0’a ne kadar
yakinsa modeldeki hata o kadar azdir ve veriler modele iyi uyumlanmaktadir. p ise
sekil parametresidir ve egri p<l ise konveks, p>1 ise konkav ve p=1 ise lineer
yapidadir. Bakterinin 1s1l isleme kars1 direncini gosterir, sicakliga bagli degiskendir. p
<1 degeri canli kalan hiicrelerin uygulanan strese uyum saglama yetenegine sahip
oldugunu yani ortama daha az direng gosterdigini; p>1 ise hiicrelerin ilk anda ortama
daha fazla direncli oldugunu fakat 1s1l islemin siiresi arttik¢a kalan hiicrelerin giderek
daha fazla hasar gordiigiinii ve hayatta kalmasinin zor oldugunu belirtir. p=1 de ise
hiicrelerin 6liimii zamana bagli degildir yani 1s1l islem her ne kadar uzun siirerse siirsiin
esit oranda hasar goriir ve hiicrelerin inaktivasyonu maruz kaldiklar1 stresten
iyilesmelerine baglidir. 6 Olgek parametresidir, canli populasyonunun ilk on kat
azalmasi i¢in gegen siireyi ifade eder. Mikrobiyal populasyonun ilk log (kob) sayisinin
inaktive edildigi, 1sil islem siiresinin uygulanmasi gereken zamandir. Klasik lineer

model ile D degeri hesaplansaydi ne kadar olmasi gerektigini gosterir (p=1), egrinin
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egimini degistirir ancak sekline etki etmez. 6 degeri; besiyerinin ortamina, pH
degerine, uygulanan 1si1l islem siiresine ve mikroorganizmanin ortama adaptasyonu
gibi fizyolojik etkilerle degisiklik gostermektedir (Mafart ve ark., 2002; van Boekel,
2002; Couvert ve ark., 2005).

Calismada r? degeri Log-Lineer model i¢in en diisiik 0,95 iken Weibull model igin ise
0,96’dir, r?> degerine gore verilerimiz her iki modele de uyumludur. RMSE degeri ise
Log-Lineer model igin en yiiksek 0,54 iken Weibull model i¢in 0,47’dir, veriler her iki
modele uyumlandiginda Weibull model i¢in tahmini hatalarin standart sapmasinin
daha az oldugu belirlenmistir. Aragtimada kullanilan elma suyuna %0,1 ve %0,2 LOY
ilave edilmis ve kontrol (%0 LOY) ortami ile kiyaslama yapilmistir. Weibull modelde
ortamdan ve 1s1l iglem sicakligindan etkilenen & degerinde LOY konsantrasyonu ve

sicaklik arttikga azalma meydana gelmistir (Sekil 4.2.-4.5., Tablo 4.2., 4.3.)

Tablo 4.2. E. coli O157:H7’ye ait verilerin Log-Lineer modeline uyumlanmast ile yapilan hesaplama sonuglari
Isil  islem LOY  Konsantrasyonu Log-Lineer

sicaklig (%) 4 Desimal Azalma (dak.) r2 RMSE
55°C 0 43,84+0,00 0,97+0,00  0,36+0,00
0,1 43,5+0,42 0,99+0,00  0,24+0,02
0,2 36,75+0,35 0,95+0,02  0,46+0,14
57,5°C 0 8,33+0,89 0,97+0,01 0,37+0,02
0,1 7,50+0,08 0,99+0,00  0,26+0,01
0,2 4,79+0,05 0,97+0,02 0,35+0,18
60°C 0 5,6+0,20 0,96+0,01 0,35+0,05
0,1 5,04+0,10 0,99+0,00 0,23+0,01
0,2 4,41+0,00 1,00£0,00 0,12+0,01
62,5°C 0 3,3240,11 0,96+0,00  0,44+0,01
0,1 1,95+0,00 0,95+0,01 0,54+0,02
0,2 1,93+0,02 0,98+0,01 0,26+0,07

Tablo 4.3. E. coli O157:H7’ye ait verilerin Weibull modeline uyumlanmasi ile yapilan hesaplama sonuglart

. LOY Weibull

Isil  islem Konsantrasyonu

sicakligi %) 4 Desimal Azalma (dak.) r? RMSE 5 p

55°C 0 44,7+0,42 0,97£0,00  0,38+0,02 12,40+0,73 1,08+0,04
0,1 39,6+1,70 0,99£0,01  0,16£0,06 7,2040,95  0,81+0,04
0,2 33,25+1,77 0,98+0,02  0,41+0,13  5,92+0,98 0,81+0,05

57,5°C 0 7,98+0,98 0,98+0,00  0,40+0,03 1,83+0,30  0,94+0,02
0,1 7,44+0,17 0,99+0,00 0,28+0,01 1,79+0,11 0,98+0,13
0,2 4,72+0,15 0,98+0,02  0,38+0,22 1,13%0,20 0,98+0,10

60°C 0 6,09+0,09 0,97£0,00  0,38+0,00 2,00£0,15  1,25+0,06
0,1 5,11+0,00 0,99£0,00  026+0,01 1,3240,07  1,03+0,04
0,2 4,23+0,05 1,0040,00  0,1120,04 0,93+0,05  0,92+0,03

62,5°C 0 3,40+0,07 0,96£0,00  0,48+0,00 0,90+0,02  1,04=0,00
0,1 2,38+0,15 0,97+0,04 0,47+0,28 1,03+0,13 1,64+0,13

0,2 2,13+0,04 1,00£0,01  0,19+0,02  0,68+0,07  1,22+0,08
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55°C’deki Weibull modele uyumlanarak tespit edilen veriler incelendiginde p degeri
kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY igeren drnekler igin sirasiyla 1,08 (konkav),
0,81 (konveks) ve 0,81 (konveks) seklindedir yani p degerindeki azalmanin anlami
hassas hiicreler aninda inaktive olurken kalan hiicreler direnclidir (p<1 ), LOY
ilavesinin bakterinin ilk andaki direncini kirdig siire gegtikge daha direngli hiicrelerin
hayatta kaldigin1 gostermektedir. LOY ilavesi ile bakterinin 1s1l isleme kars1 olan
direncinde azalma tespit edilmistir. %0,1 LOY ilavesinde r? degeri 0,99 ve RMSE
degeri 0,16 oldugu i¢in veriler modele daha uyumludur ve digerlerine ( %0 ve %0,2
LOY ) gore 4 Desimal azalma i¢in hesaplanan siire daha giivenilirdir. 6 degeri 12,40
dak.’dan %0,2 LOY ilavesi ile 5,92 dak.’ya diismiis ve uygulanmas1 gereken 1si1l islem
stiresinde %52,25°1ik azalisa sebep olmustur. Log-Lineer modelde elde edilen sonuglar
incelendiginde ise r? degeri 0,99 ve RMSE degeri 0,24 olan %0,1 LOY ilavesinde
veriler daha giivenilir olup her iki modelde de 55°C i¢in %0,1 LOY ilavesinde 4
Desimal azalma i¢in daha giivenilir sonug elde edilmistir (Sekil 4.2.; Tablo 4.2., 4.3.).
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Sekil 4.2. 55°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi
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57,5°C’deki Weibull modele uyumlanarak elde edilen verilere gére p degeri kontrol
(%0 LOY) 6rnegi i¢in 0,94 (konveks) iken %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilen 6rneklerde
0,98 (lineer) seklindedir. Isil islem sicakligt 57,5°C’ye artinldiginda E. coli
O157:H7’nin 1s1l direncinde LOY’dan bagimsiz azalma oldugu lineer egri yapisi
gdstermesinden anlasilmaktadir. %0,1 LOY ilavesinde 7° degeri 0,99 ve RMSE degeri
0,28 oldugu icin kontrol ve %0,2 LOY iceren Orneklere ait veriler modele daha
uyumludur. & degeri 1,83 dak.’dan %0,2 LOY ilavesi ile 1,13 dak.’ya azalmis ve
uygulanmasi gereken 1si1l islem siiresinde %40,21°lik azalma saptanmistir. Log-Lineer
modelde elde edilen sonuglar incelendiginde ise 7° degeri 0,99 ve RMSE degeri 0,26
ile %0,1 LOY ilavesinde verilerin modele daha uyumlu oldugu goriilmiis ve her iki
model de 57,5°C i¢in %0,1 LOY ilavesinde 4 Desimal azalma i¢in daha giivenilir deger
vermistir (Sekil 4.3.; Tablo 4.2., 4.3.).
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Sekil 4.3. 57,5°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmas:

60°C’deki Weibull modele uyumlanarak elde edilen sonuglara gore p degeri kontrol
(%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilmis drnekler igin sirastyla 1,25 ( konkav),
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1,03 (lineer) ve 0,92 (konveks) seklindedir. inaktivasyon egrilerinin sekli konkav
yapidan konveks yapiya dogru degismesi sebebiyle LOY 'nin konsantrasyonu arttikca
E. coli O157:H7’nin 1s1l isleme karsi gostermis oldugu direng azalmaktadir. p
degerindeki azalma kontrol grubunda hiicreler 1sil islem stresine ilk anda daha
direncliyken LOY ilavesi ile bu ilk andaki direncin kirildig1 ve sonrasinda %0,2 LOY
ilavesi durumunda 6.dak’dan sonraki canli kalan hiicrelerin 1s1l islem stres kosullarina
diren¢ kazandigin1 gosteririr. %0,2 LOY ilavesinde r? degeri 1,00 ve RMSE degeri
0,11 belirlendigi, bu degerler kontrol ve %0,1 LOY igeren O&rneklerile
karsilastirildiginda 4 Desimal azalma i¢in daha giivenilir veriler elde edilmistir. o
degerinin 2,00 dak.’dan %0,2 LOY ilavesi ile 0,93 dak.’ya degistigi hesaplanmis ve
uygulanmasi gereken 1sil islem siiresinde %53,5’lik azalma olmustur. Log-Lineer
modelde elde edilen sonuglar incelendiginde ise r? degeri 1,00 ve RMSE degeri 0,12
ile 9%0,2 LOY eklenmesi i¢in hesaplanan verilerin modele daha uyumlu oldugu ve 4
Desimal azalma siiresinin daha giivenilir oldugu goriilmiis ve her iki model de 60°C
icin %0,2 LOY ilavesinde modele en uyumlu sonuglar vermistir (Sekil 4.4.; Tablo 4.2.,
4.3.).
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Sekil 4.4. 60°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi
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62,5°C’deki Weibull modele uyumlanarak hesaplanan sonuglar incelendiginde p
degeri kontrol ( %0 LOY); %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilen 6rneklerde sirasiyla 1,04
(lineer), 1,64 (konkav) ve 1,22 (konkav) seklindedir. Isil islem sicakligi 62,5°C’ye
artirlldiginda E. coli O157:H7’nin 1s1l direncinde LOY’dan bagimsiz azalma oldugu
belirlenmistir. Ciinkii sicaklik arttik¢a hiicreler daha fazla hasar goriir ve hayatta kalan
hiicre sayisinda zamana gore hizli bir azalis olur. %0,2 LOY ilavesinde 7° degeri 1,00
ve RMSE degeri 0,19 oldugu i¢in kontrol ve %0,1 LOY igeren orneklere gore 4
Desimal azalma icin daha giivenilir sonuglar elde edilmistir. 6 degeri 0,90 dak.’dan
%0,2 LOY ilavesi ile 0,68 dak. olarak hesaplanmis ve uygulanmasi gereken 1s1l islem
stiresinde %24,44’°lik azalma olmustur. Log-Lineer modelde elde edilen sonuglar
incelendiginde ise * degeri 0,98 ve RMSE degeri 0,26 ile en dogru sonuca %0,2 LOY
ilavesinde yakin oldugu goriilmiis ve her iki model de 62,5°C icin %0,2 LOY
ilavesinde modele daha uyumlu sonuglar elde etmis 4 Desimal azalma daha giivenili

degeri vermistir (Sekil 4.5.; Tablo 4.2., 4.3.).
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Sekil 4.5. 62,5°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi
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Log-Lineer ve Weibull modeline uyumlanan verilerin genel olarak inaktivasyon
egrileri kiyaslandiginda 55°C kontrol (%0 LOY); 57,5°C %0,1 ve %0,2 LOY ilave
edilmis; 60°C %0,1 LOY ilave edilmis ve 62,5°C’de kontrol (%0 LOY) 6rneklerinin
sicaklik ve LOY birlesiminde birbirine benzer sekilde lineer dagilim gosterdigi
belirlenmistir (p degerleri 1’e yakin). Diger sicaklik ve LOY konsantrasyonu
birlesimlerinde ise bakterilere kars 1s1l islem uygulamasinda daha esnek olan Weibull
modele yakin sonuglar elde edilmistir. 57,5°C’de E. coli O157:H7’nin 6 degerindeki
azalis ve p degerleri incelendiginde 1s1l isleme karsi sinerjist etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica ¢galismada Weibull modeli kullanarak 1s1l igslemin neden oldugu
fizyolojik etkileri 4 Desimal azalma siiresindeki degisiklik ile belirlenmistir. Log-
Lineer model ve Weibull model ile hesaplanan 4 Desimal azalma siireleri %0,1 ve
%0,2 LOY i¢in 55; 57,5, 60°C i¢in kiyaslandiginda Weibull model ile hesaplanan
stireler daha diisiik bulunmustur. Fakat 62,5°C’ de Log-Lineer igin 4 Desimal azalma
stiresi daha diisiiktiir, bu farkliligin nedeni Weibull modele uyumlanirken 1s1l islem ve
LOY ilavesinin etkisi birlikte degerlendirilirken, Log-Lineer modelde sadece LOY 'nin

etkisi hesaba katilmistir.

Weibull modelin Log-Lineer modele gore avantaji p sekil parametresi ve & 6lgek
parametresi arasindaki giiclii korelasyon iliskisi ile esnek bir model olmasindan
kaynaklanmaktadir. Cevresel faktorler ve hiicrenin fizyolojik durumuna bagli olan
faktorlerden p parametresi 1s1l islem uygulamalar icin sabit tutulsa dahi & parametresi
verilerin modele uyumu i¢in uygulanan stres yopunluguna gore degisebilir (Couvert,
ark., 2005; Fernandez ve ark., 2002; Peleg ve Penchina 2000; van Boekel, 2002;
Coroller ve ark., 2006). Weibull modele uyumlanarak hesaplanan veriler i¢in lineer
(p=1) yapida olan inaktivasyon egrisi 57,5°C’de %0,1 ve %0,2 LOY ilavesinde 4
Desimal azalma siireleri sirasiyla 7,44 ve 4,72 dak. seklindedir; ayni sicaklik ve LOY
konsantasyonu ilavesinde Log-Lineer modele uyumlanarak hesaplanan 4 Desimal
azalma siiresi ise 7,50 ve 4,79 dak.’dir. Aradaki farkliklik p degeri ayn1 olsa dahi 6
parametresinin etkisinden kaynaklanmaktadir (Tablo 4.2., 4.3.). 55°C’de LOY ilavesi
ile hassas hiicreler aninda inaktive olurken (p<1); 62,5°C’ye sicaklik artisinda LOY
varliginda (p>1) kalan hiicreler sicakliga kars1 daha direnclidir. Sicaklik ytikseldikce

1s1l islem sirasinda siire gectikge hiicreler termotolerans etkisiyle daha dayanikli hale
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gelir (p>1; Baranyi ve ark., 1996; Marechal ve ark., 1999). Dogrusal olmayan (p>1
veya p<l) inaktivasyon egrilerinin nedeni hiicrenin inaktivasyondan Once hasar
gormesi, bulundugu ortamdaki stres faktorii gibi durumlardir (Peleg, 2006). Bu
caligmadaki faktor LOY ilave edilmesidir. 55-60°C’de LOY ilavesi ile p degerinde
azalma meydana gelerek egrinin sekli konvekse dogru degismistir. Artan sicaklik stresi
ve LOY ile sinerjist etkisine karsi populasyondaki bazi hiicreler 1s1l islem stresine
maruz kaldiktan sonraki stres kosullarina adapte olup diren¢ kazanmistir. Fakat
sicaklik 62,5°C’ye cikarildiginda populasyonun ortama adapte olup direng kazanma
ozelligi sicaklik etkisi ile kirilmistir. Diisiikk sicakliklarda Weibull modele
uyumlanmasinda daha basarili sonuglara ulasilirken, sicaklik ve LOY’nin
konsantrasyonunun artmast ile 1sil islemde uygulanan sicaklik pastorizasyon
sicakligina yaklastikca veriler Log-lineer modele daha fazla uyum gostermektedir.
Nedeni ise sicaklik ve LOY konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin gosterdigi ilk andaki

direncin azalmasidir.

Tablo 4.4. E. coli O157:H7 igin Weibull modeline uyumlanan literatiir galigmalar1

Isil Islem Ortamu T(C) 6 (dak) p (ort£SS)  Kaynak
(ort.£SS)
Elma siras1 52 9,6+0,9 1,4+0,1 Splittstoesser ve ark. (1996)
55 3,242.1 1,240,4
58 1,6+0,4 2,0+0,4
Elma suyu 54 16,24 2,13 Espina ve ark. (2010)
56 5,97 1,37
58 2,91 1,63
60 1,12 1,60
62 0,50 1,41
Elma suyu 55 5,9+0,40 0,51£0,01 Siguemoto ve ark. (2018)
60 0,30+0,01 0,96+0,03
65 0,04+0,01 0,61+0,03
Portakal suyu 54 20,11+0,77  1,97+0,17 Espina ve ark. (2014)
57 7,93+0,59 2,61+0,35
60 1,83+0,07 2,14+0,14
+200 ppm limonen 54 1,95+0,52 0,89+0,16
57 1,09+0,11 1,23+0,12
60 0,23+0,02 1,08+0,06
+ 200 ppm portakal yagi 54 4,01+0,53 1,0340,10
57 1,60+0,16 1,17+0,12
60 0,34+0,05 1,03+0,12
%7 yagl biftek 50 70,0+9,8 1,8+0,2 Ahmed ve ark. (1995)
55 1,9+0,9 0,7+0,1
60 0,02+0,05 0,5+0,3
%0,1 peptonlu su Adhikari ve ark. (2016)
ATCC 700599 56 41 1,3

ATCC 43895 56 28 0,9
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Tablo 4.4. incelendiginde p>1 olan durumlarda, E. coli O157:H7’nin 1s1l islem
stiresince 1s1 hasarina karsi giderek daha duyarli hale geldigi anlagilmaktadir. Bu
calismada gozlenen E. coli O157:H7 icin 6 (dak.) siirelerini diger ¢alismalarda rapor
edilen ¢ stireleriyle kiyaslarsak 55°C ‘de elma sirasi igin Splittstoesser ve ark., (1996)
3,2 dak., elma suyunda Siguemoto ve ark., (2018) 5,9 dak., %7 yagl biftekte Ahmed
ve ark., (1995), 9 dak. 1s1l islem uygulanmasi gerektigi bildirmistir. Bu ¢alismada ise
kontrol (%0 LOY) o6rneklerinde 6 siiresi 12,40 dak. hesaplanmistir. 60°C ise E. coli
O157:H7 igin 6 azalma parametresi elma suyunda 1,12 dak., (Espina ve ark.,2010),
0,30 dak.( Siguemoto ve ark., 2018); %7 yagh biftekte 0,02 dak. (Ahmed ve ark.,
1995); portakal suyunda kontrol, 200 ppm limonen ve 200 ppm portakal yagi ilavesi
durumlarinda sirastyla 1,83; 0,23 ve 0,34 dak.(Espina ve ark., 2014) rapor edilmistir.
Calismada ise elma suyunda E. coli O157:H7’ye 60°C 1s1l islem uygulamasinda
kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY igeren ornekler i¢in 6 parametresi sirasiyla
2,00; 1,32 ve 0,93 dak. hesaplanmistir. & parametresinin degerinin belirlenmesinde,
hiicrenin gelistigi besiyeri ortami ve kosullari, analiz edilen uygun sicaklik ve 1s1l islem
stiresi kombinasyonu, sus fark etkilidir, vejetatif hiicrelerin inanktivasyonu 1s1l islem

ortamina baglidir (Black ve ark., 2010).

Espina ve ark., (2010) elma suyuna sitral ilave ederek 54°C’de 1s1l isleme tabi tutmus
ve inaktivasyon egrisinin konkav yapidan sitral ilavesi ile lineer yapiya dogru
degistigini gézlemlemistir. Calismada ise 55; 57,5 ve 60°C i¢in LOY ilave edildigi
durumlarda kontrol 6rneklerine goére p degerlerinde azalma olmustur. Bu durum
LOY’nin esas antimikrobiyal etki gdsteren maddesi sitralin elma suyunda E. coli
O157:H7’nin 1s1l isleme kars1 direncini kirdigin1 gosterir ve LOY konsantrasyonu

arttik¢a hiicrenin 1s1l isleme kars1 hassasiyeti artmaktadir.

4.3.3. E. coli O157:H7’°nin elma suyundaki D degerleri

Bu arastirmada dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60 ve 62,5°C) 1s1l isleme tabi tutulan
elma suyuna farkli konsantrasyonlarda ilave edilen (%0,1 ve %0,2) LOY ve kontrol
(%0 LOY) orneklerdeki verilerin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlamasi ile

D degerleri (dak.) Tablo 4.5.°deki seklinde hesaplanmistir. Ayni sicaklikta LOY
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ilavesinin D degerinin azalmasinda istatistiki olarak farkinin olup olmadig1 One-Way

ANOVA, Duncan (Post Hoc) ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.5. E. coli O157:H7’nin Log-Lineer ve Weibull modele gore hesaplanan D degerleri

Is1l islem LOY  Konsantrasyonu Log-Lineer Weibull
sicaklig (%) D (dak.) D (dak.)
55°C 0 10,84+0,02 2 11,18+0,10 2
0,1 10,78+0,14 @ 9,90+0,42°
0,2 9,11+0,13 ° 8,3240,44 ©
57,5°C 0 2,060,202 2,00+0,24 2
0,1 1,86+0,01 2 1,86+0,04 @
0,2 1,19+0,01 ® 1,194+0,03 P
60°C 0 1,39+0,04 2 1,53+0,02 @
0,1 1,25+0,02 ® 1,2840,00 ©
0,2 1,10+0,00 © 1,06+0,01 ¢
62,5°C 0 0,82+0,01 2 0,85+0,01 @
0,1 0,48+0,00 P 0,60+0,03 P
0,2 0,48+0,00 P 0,54+0,00 °

(a-c): Aymi sicaklikta, aym siitunda farkli harflerle gosterilen D degerleri arasindaki fark istatistiki
olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).

55°C’deki elma suyunun inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer modele uyumlanmasi
sonucu elde edilen D degerleri; kontrol 6rnekleri i¢cin 10,84 dak., %0,1 LOY ilave
edilmis ornekler i¢in 10,78 dak., %0,2 LOY ilave edilen 6rneklerde ise 9,11 dak.
hesaplanmustir ( r? >0,95). Weibull modele uyumlanmasi sonucu elde edilen D
degerleri; kontrol 6rnekleri i¢in 11,18 dak., %0,1 LOY ilave edilmis 6rneklerde 9,90
dak., %0,2 LOY ilave edilmis drneklerde 8,32 dak. olarak hesaplanmstir ( #° >0,97).
Log-Lineer modele uyumlanarak hesaplanan D degerlerinde farkliligin hangi
kategoriden kaynaklandigi Duncan coklu karsilastirma testi sonucunda; kontrol ve
%0,1 LOY ilavesi arasinda farklilik olmadigi, LOY ilavesinin %0,2 oranina
cikarildginda ise istatistiki olarak anlamli farkliligin oldugu gorilmiistiir (p< 0,05). Is1l
islemin etkisine karsi daha esnek olan Weibull modelinde ise kontrol, %0,1 ve %0,2
LOY ilavesinde D degerlerinin istatistiki olarak farkli oldugu belirlenmis; LOY
konsantrasyonu arttikca desimal azalma icin uygulanmasi gereken siirenin azaldig
gorilmistiir. Bu sicaklikta her iki modelde de %0,2 LOY ilavesinde en kisa siiredeki

D (9,11 ve 8,32 dak.) degerlerleri belirlenmistir (Tablo 4.5.)

57,5°C’de inaktivasyon egrilerinin Log Lineer modele uyumlanmasi sonucu elde

edilen D degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY 6rnekleri i¢in sirasiyla 2,06; 1,86 ve
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1,19 dak. (r>>0,97) belirlenmis ve Weibull modele uyumlanmasi sonucu elde edilen D
degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY ornekleri i¢in sirastyla 2,00; 1,86 ve 1,19 dak.
belirlenmistir (r>>0,98). Yapilan calismanimn sonucunda kontrol ve %0,1 LOY
ilavesinde istatistiki olarak anlamli farklilik olmazken (p>0,05), LOY miktar1 %0,2’ye
cikarildiginda D degerleri arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Her iki model i¢cinde LOY ilavesinde ayn1 D degerleri belirlenmistir ve bu

sicaklikta verilerimiz her iki modele de uygundur (Tablo 4.5.).

60°C’de belirlenen inaktivasyon egrilerinin Log Lineer ve Weibull modele
uyumlanmasi sonucu elde edilen D degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY 6rnekleri
icin sirastyla 1,39; 1,25; 1,10 dak. (r>>0,96) ve 1,53; 1,28 ve 1,06 dak. (r>>0,97)
belirlenmistir. Yapilan calismadaki verilerin her iki modele uyumlanmasi sonucu
kontrol ve LOY ilave edilen 6rnekler arasindaki fark istatistiki olarak énemli (p<0,05)

bulunmustur (Tablo 4.5.).

62,5°C’deki inaktivasyon egrilerinin Log Lineer ve Weibull modele uyumlanmasi
sonucu elde edilen D degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY o6rnekleri icin sirasiyla
0,82; 0,48 ve 0,48 dak. (r>0,95) ve 0,85; 0,60 ve 0,54 dak. (r>>0,96) olarak
belirlenmistir. Yapilan ¢alismanin her iki modele uyumlanmast sonucu %0,1 ve % 0,2
LOY ilave edilmesi agisindan D degerleri arasinda istatistiki fark olmadigi fakat
kontrol drnekleriyle aralarinda istatistiki farkin oldugu hesaplanmistir (p<0,05; Tablo

45.).

Weibull modele uyumlanarak hesaplanan D degeri sekil parametresine (p) gore
belirlendigi i¢in klasik D degerine gore siire¢ ve {iriin optimizasyonu i¢in daha iyi
sonu¢ vermektedir (Peleg 2000). Calismada elma suyuna LOY ilavesi ile farklh
sicakliklarda hesaplanan D degerleri karsilastirildiginda, 1limli 1s11  islem
uygulanmalarinda LOY konsantrasyonu daha etkiliyken sicaklik arttikga LOY ’nin
etkisinin azaldig1 tespit edilmistir. Caligilan sicakliklarda LOY konsantrasyonu
arttikga D degeri azalmis ve fark da istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Tablo 4.5.).
Diistik miktarlarda patojen mikroorganizma ile kontamine olmus elma suyuna sitral

ilave edilmesi hiicrelerin inaktif hale gelmesi i¢in yeterlidir (Somolinos ve ark., 2009).
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Meyve suyu iiretiminde 1s1l islem sirasinda iiriine sitral ilave edilmesi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Stratford ve ark., 2000). Elma suyuna 54°C’de 1sil islem
uygulanarak E. coli 0157:H7’nin D degeri 8,9 dak. hesaplanmis sonrasinda ise 20 ppm
sitral elma suyuna ilave edilerek ayni islem tekrarlanmis ve D degerinin 1,4 dak.
oldugu yani sitral ilavesinin siireyi 6 kat kisalttig1 belirlenmistir. Sitral konsantrasyonu
200 ppm’e cikarildiginda ise 3x107 diizeyindeki E. coli O157:H7’yi 1,7 dak. inaktive
etmistir (Espina ve ark., 2010). Knight ve McKellar (2007), elma sirasinda E. coli
0157:H7 varhigina kars1 1liml1 1s1l islem uygulamasi sirasinda, elma sirasina esansiyel
yag eklemis sonucun esansiyel yag eklenmemis 1sil islem uygulamalarindaki D
degerinden daha diisiik oldugunu belirtmistir. Bu durumun ise iliml 1sil islem
ortamina esansiyel yaglarin eklenmesi ile olusan sinerjist etkiden kaynaklandigini
rapor etmistir. Bu ¢alismada ise ana etken maddesi sitral olan LOY diisiik sicakliklarda
1s11 iglem ile birlikte uygulandiginda sinerjist etki gdstermistir ve her sicaklik

degerinde LOY ilavesi durumunda D degerinin azaldig1 belirlenmistir.

Elma suyunda E. coli O157:H7’nin D degeri Log-Lineer modele uyumlanarak 45, 50,
52, 55 ve 60°C 1s1l islem sicakliklari i¢n 96,3+5,2; 20,7+0,2; 9,0+0,2 4,5+0,1 ve
2,1+0,1 olarak rapor edilmistir (Gabriel, 2015). Bu ¢alismada ise E. coli O157:H7 igin
Log-Lineer modele uyumlanarak elde edilen D degerleri kontrol 6rneklerinde 55 ve
60°C’de 11,58+0,10; ve 1,53+0,02 seklindedir. 55°C’de daha yiiksek D degeri;
kullanilan elma suyunun cinsinden, wuygulanan 1sil islem yontemi Ve
mikroorganizmanin 1s1l isleme kars1 direncinden kaynakli olabilirken sicakligin artisi
ile bu stres faktorlerinin etkisi azalmistir. Bu sebeple 60°C” de literatiire yakin sonuca
ulagilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan elma suyuna yakin pH degeri (3,9) olan portakal
suyunda Pagal ve Gabriel (2020) yaptiklar1 ¢alismada 50, 53, 55, 57, 60°C 1s1l islem
sicakliklarinda E. coli O157:H7’nin termal inaktivasyonu incelemis ve D degerlerini
sirastyla 5,4; 3,45; 2,23; 2 ve 1,58 dak. olarak bildirmistir ve log-lineer inaktivasyon
egrisi seklinde E. coli O157:H7 sayisinda azalma oldugunu ve bu azalmada uygulanan
1s1l islemin etkili oldugunu, artan sicaklik degerlerine karsi D degerinin 6nemli 6l¢iide
kisaldigini belirlemistir. Gabriel ve Nakano (2009) elma suyunda (pH 3,8) yaptiklari
caligmada 55°C’de D degerinin E. coli O157:H7 icin 4,4 dak. oldugunu ve

mikroorganizmalarin termal direncinin ortamin 6zelliklerine ve test organizmasinin
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dogal ozelliklerine bagli oldugunu belirtmistir. Mazzotta (2001) pH’1 3,9 olan elma
suyunda yaptig1 ¢alismada E. coli O157:H7 igin 56, 58 ve 60°C’deki D degerlerini
sirastyla 4,1; 1,9 ve 0,8 dak. hesaplarken; Splittstoesser ve ark. (1996) E. coli
O157:H7 i¢in D degerlerini 52, 55 ve 58°C i¢in 12; 5,0; ve 1,0 dak. hesaplamistir. Bu
caligmalar elma suyu vb. diisiik pH degerlerine sahip gidalarda mikroorganizmlarin

1stya karst daha duyarli oldugunu gostermektedir.

Literatiir incelemesi ve yapilan calisma sonucunda E. coli 0157:H7°de aym
sicakliktaki D degerleri arasinda fark olmasinin nedenleri, sus farkliligi; deneyin
tasarimi, bakteri popiilasyonunun 1s1l islemden 6nce sicak veya soguk ortamda strese
maruz kalmasi (Pagan ve ark., 1997), 1s1l islem yontemindeki farkliliklar (Faille ve
ark., 1997), 1s1l islem ortaminin bilesiminden (artan yag miktari, karbonhidat ve
protein seviyeleri) kaynakli yeterli besin olmadigi durumda hiicrenin strese girmesi
(Ababouch ve ark., 1995; Oteiza ve ark., 2003), hiicrenin bulundugu ortamdaki su
aktivitesi (Gaillard ve ark., 1998), 1sil islem ortamimin pH’1 gibi nedenlerden
kaynaklanmaktadir (Byrne ve ark., 2006). Gidalarda E. coli’nin 1s1l isleme kars1 direng
gostermesi tipik susunun 6zellikleri, gidanin formulasyonu, ve E. coli nin hiicre zari,
sitoplazma, DNA, ribozom ve membran akiskanligini kontrol eden proteinlerin
etkisine baglidir (Li ve Ganzle, 2006; and Gayan ve ark., 2016).

4.3.4. E. coli O157:H7’nin elma suyundaki z degerleri

Bir mikroorganizmanin belirli bir sicakliktaki D degerinin 1 log birim yani on kat
azalmasi i¢in sicakligin ne kadar arttirilmasi gerektigi “z degeri” olarak ifade
edilmektedir (Splittstoesser ve ark., 1996, Steenstrup ve Floroz, 2002). z degerlerini
hesaplamak i¢in kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY igeren drneklerin Log-Lineer
ve Weibull modellerine uyumlanarak hesaplanan D degerlerinin logaritmasi sicakliga
bagli olarak grafige aktarilmistir (Sekil 4.6-4.7). Bu egrinin egiminin negatif tersinden
z degeri Tablo 4.6.’daki sekilde hesaplanmistir. 55-62,5°C araligindaki 1s1l islem
uygulamasi sonucu z degerleri; Log-Lineer modele uyumlan degerler igin 7,09 ile
5,92°C arasindayken Weibull modele uyumlanan degerler i¢in ise 7,19 ile 6,53°C
arasinda hesaplanmistir (Tablo 4.6).



Tablo 4.6. E. coli 0157:H7 Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmas ile hesaplanan z degerleri

LOY Log-Lineer Weibull
g/g)n santrasyonu z degeri r’  zdegeri r2
0 7,09 0,89 7,19 0,87
0,1 5,92 0,93 6,53 0,92
0,2 6,45 0,85 6,89 0,84
Log-Lineer
1,2
1 W
Z=7,09 °C
0,6 ?”2: 0,89 Z:5,92 oC
0.4 "~-‘.'.'_‘_:—.. r=0,93
E g
- 02 Tl
0
55 57,5 60 e g ®s 65
-0,2 N
.
-0.4
=645 °C
-0.,6 =10,85
Sicaklik °C
® 2% 0 (Kontrol) B %0,1L0OY % 0,2 LOY
--------- % 0 (Kontrol) - % 0,1 LOY % 0,2 LOY

Sekil 4.6. E. coli O157:H7’nin Log-Lineer modele gore hesaplanan z degerleri
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Sekil 4.7. E. coli O157:H7’nin Weibull modele gore hesaplanan z degerleri

Tablo 4.7. E. coli O157:H7’nin z degeri ile ilgili literatiir verileri

65

45

Isil Islem Ortamu zdegeri Kaynak

O
Elma suyu 4,8 Splittstoesser ve ark.(1996)
Elma suyu 74 Stringer ve ark. (2000)
Elma suyu 5,6 Mazzotta (2001)
Elma suyu 8,9 Gabriel (2015)
Elma suyu 4,56 Siguemoto ve ark. (2018)
Elma sirasi 5,72 Knight ve McKellar (2007)
+%0,0,1 targin yagi 5,77
+9%0,01 karanfil yag1 5,30
Elma sirasi 6,3 Steenstrup ve Floros (2002)

Bakteri hiicrelerinin sicakliktaki degisikliklere ne kadar duyarli oldugu z degeri ile

belirlenmektedir (Knight ve McKellar, 2007; Bigelow, 1921; Splittstoesser ve ark.,

1996). Daha diisiik sicaklik siire kombinasyonunda daha uzun raf 6mriine sahip meyve

suyu tretmek i¢in z degerinin hesaplanmasi gerekmektedir (Splittstoesser ve ark.,

1996). z degeri canli sayisinin 1 log azalmasi igin sicaklikta meydana gelmesi gerken

artis1 ifade etmektedir, z degerinin hesaplanmas: farkl 1s1l islem sicakliklarinda es

deger termal prosesin uygulanmasini kolaylagtirmaktadir (Stringer ve ark., 2000).

Elma suyu gibi diisiik pH degerlerine sahip gidalarin tiretiminde mikroorganizmalar

diisiik pH ortamina maruz kalip 1s1l isleme kars1 direng olusturabilir (Mazzotta, 2001).

Bu durumun sonucunda z degerindeki artis proseste ciddi etkilere sebep olur. Yiiksek
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z degerlerinde mikroorganizmalar sicaklik artisindan daha az etkilenir (Steenstrup ve
Floros, 2002).

Knight ve McKellar, (2007) tar¢in yag1 veya karanfil yagi ilavesinin elma sirasinda E.
coli O157:H7'nin hayatta kalmasi {izerinde bir etkisi olmasina ragmen, her iki yagin
da organizmanin degisen sicakliga duyarliligint degistirmedigini rapor etmistir. Bu
calismada ise LOY’nin elma suyunda E. coli O157:H7’nin D degeri tizerine etkisi
belirlenmis, bu etki LOY eklenmesi ile E. coli O157:H7’nin 1s1ya kars1 direncinin

kirilmas1 ve z degerindeki diisme sonucunda dogrulanmaistir.

Hem Log-Lineer hem de Weibull modele uyumlanarak hesaplanan D degerlerinden
kontrol (%0 LOY) ornekleri igin hesaplanan z degerleri (7,09-7,19°C), Stringer ve
ark., (2000) (7,4°C) ve Gabriel, (2015) (8,9°C) hari¢ digerlerinden yiiksek
bulunmustur. En diisiik hesaplanan z degerleri (5,93-6,53°C) ise %0,1 LOY ilavesi ile
hesaplanmistir, Sekil 4.6. ve 4.7.’de de goriildiigii gibi egrinin egimi degismis ve E.

coli O157:H7’nin 1s1l isleme kars1 direnci kirilmastir.

4.3.5. E. coli O157:H7°nin elma suyundaki tahmini D degerleri

4.3.5.1. E. coli O157:H7’nin Log-Lineer modeline uyumlanmasi ile elde edilen

tahmini D degerleri

Calismada dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60; 62,5°C) elma suyundaki E. coli
O157:H7’nin kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilmis o6rnekler i¢in D
degeri Log-Lineer modele uyumlanarak hesaplanmis ve bu D degerinin logaritmasi
sicakliga kars1 grafige aktarilarak egrinin egiminde z degeri hesaplanmaistir. Bolton ve
ark., (2013) tarafindan hazirlanan denklem 3.5.de  60°C i¢in hesaplanmis olan Log-
Lineeer modele uyumlanan D degeri baz alinarak ve z degerleri segilerek diger

sicakliklardaki tahmini D degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.8.; Tablo 4.8.).



47

Log-Lineer

10
—~ 8
D
)%IJ
A 6
A
g 4
=
=

2

0 — "

55 57 58 60 62 63 65 67 69
Sicaklik °C
—8—9%0 (Kontrol) —®—2%0.1LOY 20,2 LOY

Sekil 4.8. E. coli 0O157:H7’nin Log-Lineer modele gore hesaplanan tahmini D degerleri

Bolton ve ark., (2013) tarafindan hazirlanan denklemde hesaplanan tahmini ve
gozlenen D degerleri LOY 'nin konsantrasyonuna gore Tablo 4.8.”e aktarilmigtir. 55°C°
de ti¢ 6rnek grubu ( kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY) i¢in de gézlenen D degeri tahmini D
degerinden daha yiiksek ¢ikmistir. Bunun nedeni baslangictaki E. coli O157:H7 canh
populasyonunun 1s1l islem kars1 gosterdigi direncin beklenen durumdan fazla olmasi,
tlimlt 1s1l islem olan 55°C’nin bakteride daha az termal stres meydana getirmesi
olabilir. 57,5°C’de ise gozlenen D degerleri tahmini D degerlerinden daha diisiiktiir,
bunun nedeni ise sicaklik arttikca 1s1l islem ve LOY arasinda sinerjist etki olusmasiyla
beklenen durumdan daha kolay bir sekilde bakterinin termal direncinin kirilmasidir.
62,5°C’de 1s1l islemin sicakhigi arttikga bakterinin termal direncinin kirildigi,
ortamdaki bakterinin stresinin arttig1 goriilmiistir. LOY’ nin %0,1 ve %0,2
konsantrasyonlarinda ilavesi i¢in ayn1 D degeri gozlenmistir. Bu durumda LOY nin
etkisinden ¢ok 1s1l islemin etkili oldugu yorumu yapilmustir. Isil islemin etkisi fazla

oldugu i¢in tahmini ve gozlenen D degerlerinde yakin sonuglara ulagilmistir.
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Tablo 4.8. E. coli 0157:H7 nin Log-Lineer modeline uyumlanmasi ile hesaplanan tahmini ve gézlenen D degerleri

Log-Lineer
%0 (Kontrol) %0,1 LOY %0,2 LOY
Sicaklik  Tahmin Gozlenen  Tahmin  Gozlenen  Tahmin  Goézlenen
55 7,06 10,84 8,73 10,78 6,52 9,11
56 51 5,92 4,57
57 3,69 4,01 3,2
57,5 3,13 2,06 3,31 1,86 2,68 1,19
58 2,66 2,72 2,24
59 1,92 1,84 1,57
60 1,39 1,39 1,25 1,25 1,1 1,1
61 1 0,85 0,77
62 0,73 0,57 0,54
62,5 0,62 0,82 0,47 0,48 0,45 0,48
63 0,52 0,39 0,38
64 0,38 0,26 0,26
65 0,27 0,18 0,18
66 0,2 0,12 0,13
67 0,14 0,08 0,09
68 0,1 0,06 0,06
69 0,07 0,04 0,04
70 0,05 0,03 0,03

Tahmini D degerlerinin hesaplanmasinda 60°C’deki D degeri referans olarak kullanilmistir.

4.3.5.2. E. coli O157:H7’nin Weibull modeline uyumlanmasi ile elde edilen

tahmini D degerleri

4.3.5.1. de anlatildig1 bigcimde Weibull modele uyumlanarak D degerleri hesaplanmis,

bu D degerlerinden de z degeri hesaplanmistir. 60°C icin hesaplanmis Weibull modele

uyumlanan D degeri baz alinarak Bolton ve ark. (2013) tarafindan hazirlanan Denklem

3.5. ile tahmini D degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.9.).

Tahmini D Degeri

Weibull
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
O T
55 56 57 575 58 59 60 61 62 62.5 63 64 65 66 67 68 69 70
Sicaklik °C
—8— %0 (Kontrol) ——2%0,1L0OY 260,2 LOY

Sekil 4.9 E. coli O157:H7 nin Weibull modele gore hesaplanan tahmini D degerleri
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Tahmini ve gozlenen D degerleri kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY Orneklerine
gore Tablo 4.9.”daki seklinde hesaplanmistir. Weibull modele uyumlanarak hesaplanan
sonuglar Log-Lineer modele uyumlanarak hesaplanan tahmini ve gozlenen D
degerlerinin o sicakliktaki karsilastirmasi ile paralel sonu¢ vermistir. 55°C’de ii¢
durum iginde gbzlenen D degerleri tahmin edilenden daha yiiksekken, 57,5°C’de 1limli
1s1l islem ve LOY arasinda sinerjist etki olmus tahmin edilenden daha diisiik D
degerleri hesaplanmistir. 62,5°C’de LOY ilavesinden ¢ok sicaklik artisinin bakterinin
termal direncini daha kolay kirmasi etkili olmus, gozlenen ve tahmini D degerleri
birbirine yakin hesaplanmistir. Tahmini ve gozlenen D degerleri arasinda fark

olmasinin nedeni D degerine etki eden faktorlerde anlatildig: ile ayni sekildedir.

Tablo 4.9. E. coli O157:H7’nin Weibull modeline uyumlanmast ile hesaplanan tahmini ve gézlenen D degerleri

Weibull
%0 (Kontrol) %0,1 LOY %0,2 LOY
Sicaklik  Tahmin  Gozlenen  Tahmin  Gozlenen  Tahmin  Goézlenen
55 7,54 11,18 7,43 9,9 5,63 8,31
56 5,47 5,23 4,03
57 3,98 3,68 2,88
57,5 3,39 2 3,08 1,86 2,44 1,18
58 2,89 2,58 2,07
59 2,1 1,82 1,48
60 1,52 1,52 1,28 1,28 1,06 1,06
61 1,11 0,9 0,76
62 0,8 0,63 0,54
62,5 0,68 0,85 0,53 0,6 0,46 0,53
63 0,58 0,44 0,39
64 0,42 0,31 0,28
65 0,31 0,22 0,2
66 0,22 0,15 0,14
67 0,16 0,11 0,1
68 0,12 0,08 0,07
69 0,09 0,05 0,05
70 0,06 0,04 0,04

Tahmini D degerlerinin hesaplanmasinda 60°C’deki D degeri referans olarak kullanilmustir.

Hem Log-Lineer hem de Weibull modele uyumlanarak hesaplanan tahmini D degerleri
kullanilarak daha yiiksek sicakliklardaki D degerini hesaplamak miimkiindiir. 70°C
gibi yiiksek sicakliklara inhibisyon ¢ok hizli gergeklestigi i¢in D degerinin siiresinin
belirlenmesi zordur, bu yontemle kolayca istenilen sicakliktaki tahmini D degeri

belirlenebilmektedir.
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4.3.6. E. coli O157:H7°nin membram zarar gormiis hiicre sayisi

Bir bakteri kolonisinin ekim sonrasi gelisim gostermemesi, koloninin 6lii oldugu
anlamina gelmez. Baz1 durumlarda, bu ¢alismada oldugu gibi 1s1l islem uygulamasi ile
hiicre sublethal zarara ugramis olabilir. Bu durum ge¢icidir ve mikroorganizma uygun
sartlarda kendini onarip gelisim gosterebilir (Mackey, 2000). Gidalarin korunmasinda
1liml1 1511 islem uygulamalarinda mikroorganizmlar 6lmeyip hasar alirlar ve hasarl
mikroorganizmlarin tespitinde en fazla Selektif Ortamli Besiyeri Teknigi (SMPT)
kullanilir (Mackey, 2000; Chilton ve ark., 2001; Miller ve ark., 2006). SMPT, seg¢ici
bir ortamda elde edilen inaktivasyon seviyesi ile segici olmayan bir ortamda elde
edilen inaktivasyon seviyesi arasindaki farki olcerek, her 1s1l islem uygulamasindan
sonra 6liimciil olmayan (sublethal) yaralanma olusumunun hesaplanmasina izin verir
(Mackey, 2000). Dis ve sitoplazmik membrandaki hasar1 degerlendirmek igin,
besiyerine sodyum kloriir eklenir, bdylece sadece hasar gormemis hiicreler
cogalabilmektedir (Espina ve ark., 2016, Garcia ve ark., 2006; Miller ve ark.,
2006; Arroyo ve ark., 2009). Literatiir incelemesinde TSA besiyerine %2-5
(hacim/agirlik) NaCl ilave edilerek SMPT ortami olusturulabilecegi belirlenmistir
(Semanchek ve Golden 1998; Perni ve ark., 2007; Ukuku ve ark., 2008; Walkling-
Ribeiro ve ark., 2008, Noriega ve ark., 2014).

Bu ¢alismada dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60; 62,5°C) ilimli 1s1l islem ve LOY
kobinasyonunun elma suyundaki E. coli O157:H7’ye olan etkisinin yeterliligini tespit
etmek i¢in SMPT teknigi kullanilmustir. Oliimciil olmayan sublethal yaralanmis
hiicrelerin olusumu ve miktarinin tespiti i¢in hiicre membranindaki meydana gelen
hasar SMPT ile degerlendirilmistir. %3 sodyum kloriir (NaCl) igeren besiyeri
membrani zarar gormiis bakterileri ayirt etmek icin secici ortam olarak kullanilmustir.
Membran1 zarar goren bakteriler NaCl varliginda biiyiiyemez, ciinkii ortama
selektivite katarak ozmotik basincin artmasiyla sadece hiicre zar1 hasar gérmemis
mikroorganizmalarin gelisim gostermesine sebep olur (Espina ve ark., 2016; Wood,
2011). Uygulanan 1s1l igslem siireleri sublethal ve lethal yaralanma siirelerini ayirt
etmek icin secilmistir. Islemden sonra numuneler %0 ve %3 NaCl TSA besiyerinde

37°C’ de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra iki grup arasindaki hiicre sayisinin


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01376/full#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01376/full#B27
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01376/full#B27
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zamana bagl farkindan membrani1 zarar gormiis hiicre sayis1 (log kob/mL) tespit

edilmistir.

55°C’ de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7 nin membrani zarar
gormiis hiicre sayisinda 0. ve 30. dak. i¢cin LOY konsantrasyonu kategorilerine gore
tekerriir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir ( p<0,05).
10. dakika ise LOY konsantrasyonu kategorilerine gore tekerriir ortalamalar1 arasinda
istatistiki olarak anlamli bir farklilik yoktur ( p>0,05). Bu durumda LOY ilavesinin 1s1l
islemden bagimsiz olarak hiicrenin membranina ilk anda bile zarar verdigi
goriilmektedir. Membran1 zarar gérmiis hiicre sayisinda 10. dak 1sil islemin etkisi
goriiliirken, 30. dak. 1s1l islem ve LOY sinerjist etki gdstermis ve %0,2 LOY ilavesi
durumunda 3 log’dan daha fazla zarar meydana gelmistir (Sekil 4.10.).

55°C
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0.32¢
0.17b
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uKontrol (% 0LOY) % 0,1 LOY % 0,2LOY
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Sekil 4.10. 55°C’ de 1s1l igleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7’nin membran1 zarar gérmiis hiicre
sayisi, (a-C): Ayni sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar gormiis hiicre
sayilar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).

57,5°C’ de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7 nin membrani
zarar gormis hiicre sayisinda 0. dak. ve LOY konsantrasyonu kategorilerine gore
tekerrilir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
Isil iglem siiresi 4 ve 8. dak. uygulandiginda ise LOY konsantrasyonu kategorilerine
gore tekerrlir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir

(p<0,05). Is1l islem sicakliginin artirilmas1 LOY ile daha hizli sinerjist etki gostererek
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daha kisa siirede daha fazla hiicrenin membraninin zarar gérmesine sebep olmustur.
(Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. 57,5°C” de 151l isleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7’nin membrani zarar gérmiis hiicre
sayisi, (a-c): Ay sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar gormiis hiicre
sayilar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).

60°C’ de 1s1l igleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7 nin membrani zarar
gormiis hiicre sayisinda 0., 3. ve 6. dak. LOY konsantrasyonun kategorilerine gore
tekerriir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlaml bir farklilik vardir (p<0,05).
Uygulanan 1s1l islemin sicakligi 60°C’ye ¢ikarildiginda 1si1l islem ve LOY ilavesinin
sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir. LOY konsantrasyonu arttikca membrani zarar

goren hiicre sayisinda artig tespit edilmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. 60°C’ de 181l igleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7’ nin membrani zarar gormiis hiicre
sayisi, (a-c): Aymi sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar gérmiis hiicre
sayilar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).

62,5°C’ de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7 nin membrani
zarar gormiis hiicre sayisinda 0, 3 ve 6. dak. LOY konsantrasyonu kategorilerine gore
tekerrlir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05).
Ancak bu farklilikta 3. dak.’ya kadar LOY konsantrasyonu 6nemli degilken 1s1l islem
stiresi 6 dak. uygulandiginda LOY konsantrasyonlar1 arasinda da anlamli bir fark

vardir (Sekil 4.13.). Bu sicaklikta 3. dak. %0,1 ve %0,2 LOY i¢in yakin sonuclar elde

edilmistir.
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Sekil 4.13. 62,5°C” de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki E. coli O157:H7 nin membrani zarar gormiis hiicre
sayist, (a-c): Aym sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrami zarar gormiis hiicre
sayilar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).

Isil islem uygulamasinin bakteri hiicre membranint 6nemli derece etkiledigi
bilinmektedir (Marcén ve ark., 2017). Termal stresten sonra E. colinin Sliimciil
olmayan hasarinin tespiti, hiicre membraninin fiziksel biitiinliigliniin kaybina
atfedilmistir (Mackey, 2000; Ukuku ve ark., 2008; Wesche ve ark., 2009). Ancak,
Espina ve ark., (2016) hiicre membraninin zarar gOrmesine hem bakteri

popiilasyonunun ¢ogunlugu hem de 1s1l islem etkilidir.

Espina ve ark. (2016) 55°C’ de 10 dak. 1s1l isleme tabi tutulan E. coli hiicrelerini %1,
%2 ve %3 NaCl ilave ettikleri M9 besiyerinde inkiibe etmis ve membrani zarar goren
hiicre sayisim1 tespit etmeyi amaclamistir. %1, %2, %3 NaCl ilave edilen
besiyerlerinde membrani zarar gérmiis hiicre sayisinda sirasiyla 0,2; 1,6 ve 4,8 log
azalma oldugunu hesaplamistir. En etkili sonucun %3 NaCl ilavesinde oldugunu
belirtmistir. Ilimli 1s1] islemin besiyeri ortaminda NaCl varliginda membran1 zarar
gormiis hiicrelerin hassasiyetindeki artisa sebep oldugunu belirtmistir (Espina ve ark.,
2016). Ayrica, esansiyel yaglar gibi bazi antibakteriyel bilesikler de bakteri hiicre
zarna zarar verebilir (Espina ve ark., 2013). Esansiyel yaglar ve termal islemin
kombinasyonu ile bakteri zarindaki birikmis lokalize streslerin artti§i tahmin
edilmektedir (Oliveira ve ark., 2019). Bu ¢alismada kontrol (%0 LOY) 6rnekleri ve

LOY ilave edilen ornekler kiyaslandiginda LOY ilavesinin 1liml1 1s1l iglem sicakligi
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ve uygulandigi siirenin etkisiyle sublethal yaralanmis bakteri sayisinda artisa yol actig1
gozlemlenmistir. Oliveira ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada 1liml 1s1l islem ile
fenolik asit uygulamasinin sinerjist etkisini arastirmis ve bu kombinasyonun membrani
zarar gormiis hiire saysini arttirdigini belirlemistir ve gelismis antibakteriyel etki
gozlemlendigini rapor etmistir. Caligmada ise dort farkli sicaklik (55; 57,5; 60, 62,5°C)
icin de %0,2 LOY ilavesinde 2 log kob/mL diizeyinden fazla hiicrenin membrani zarar
gordiigl tespit edilmistir. Bu durumu Espina ve ark., (2016) selektif ve selektif
olmayan besiyerinde 2 log kob/mL’den fazla fark hesaplanmis, o sicaklik ve siiredeki

canli hiicre sayisinin %99’u sublethal hasarlidir seklinde aciklamaktadir.

Espina ve ark. (2010) elma suyunda membrani zarar goérmiis hiicre sayisini belirlemek
i¢in 107 kob/mL diizeyindeki E. coli 0157:H7’ye 54°C’de 1s1l islem uygulamis 4 dak.
sonunda %0,3 sodyum kloriir i¢in ortamda canli hiicre sayisinda 1 log azalma
oldugunu; %0,35 safra tuzu igeren ortamda ise 3 log azalma oldugunu rapor etmistir.
E. coli O157:H7’nin selektif olmayan ve selektif besiyerindeki canli hiicre sayisi
arasindaki farklilik 1s1l islem sonrasinda hiicrenin sitoplazmasinda ve membraninda
meydana gelen hasardan kaynaklanmaktadir. Isil islem uygulamalarindan sonra hiicre
genel olarak hiicre membranimin gegirgenliginin kontroliinii kaybeder ve NaCl’ye
duyarhilig1 artar. NaCl sitoplazmik yapinin islevselligini ve biitiinliigiinii bozmasina
sebep olur ve membrani zarar goren hiicreler inhibitor varliginda gelisip biiyliyemez,
bu da hiicrelerin geri doniisii olmayan inaktivasyonuna yol agar (Mackey, 2000).
Somolinos ve ark., (2008) E. coli’yi 1000 ppm citral igeren besiyerinde oda
sicakliginda 24 saat inkiibasyona birakmis ve 1s1l islem uygulamasinda oldugu gibi
sitralin de hiicrenin dis membrani ve sitoplazmik membranina zarar vererek sublethal
hasara sebep oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise ilimli 1s1l igslem ve LOY
(sitral)’in etkisiyle E. coli O157:H7 nin membran1 zarar gormiis hiicre sayist %0,2
LOY varlhiginda 55; 57,5; 60; 62,5°C’de sirastyla 3,35 (30 dak.), 2,75 (8 dak. ), 2,68
(6 dak.), 2,35 (3. dak.) log kob/mL seklinde belirlenmistir.
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4.4. L. monocytogenes’ e Ait Arastirma Sonugclar:

4.4.1. Termal inaktivasyon denemelerine ait sonuclar

Calismada kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilen elma suyu 6rneklerine
7-8 log kob/mL diizeyinde L. monocytogenes eklenmis ve 55; 57,5; 60 ve 62,5°C’de
1s1l islem uygulanmistir. Uygulanan 1s1l islemin siiresi secilen her bir sicaklik derecesi

L. monocytogenes’in baglangictaki sayisinda en az 5 log azalma olmas1 durumuna gore

belirlenmistir (Sekil 4.14.).

Listeria monocytogenes’in baslangigtaki sayisinda en az 5 log birimi azalma olmast
i¢cin uygulanan 1s1l islem siiresi; 55°C’de kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY ilave
edilen ornekler i¢in sirasiyla 58; 48,4 ve 40,6 dak. olarak hesaplanmistir ve LOY
ilavesi ile kontrol grubuna gére uygulanmasi gereken 1s1l islem siiresi %0,1 LOY i¢in
%16,6 azalirken %0,2 LOY ilavesi durumunda ise %30 oraninda daha az
hesaplanmistir.  57,5°C’de %0,1 LOY ilave edilen 6rnege 6,4 dak., %0,2 LOY ilave
edilen 6rnege 5,6 dak. kontrol 6rneklerine ise 9 dak. 1s1l islem uygulanmas1 gerektigi
hesaplanmistir. %0,1 ve %0,2 LOY ilavesi ile uygulanmasi gereken 1s1l islem siiresi
kontrol orneklerine gore sirasiyla %28,9 ve %38 oraninda azalmistir. 60°C’de ise
kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilen 6rneklere sirasiyla 8; 5,6 ve 4,6
dak. 1s1l islem uygulanmistir. Isil islem uygulamasi kontrol 6rnegi ve LOY ilave edilen
ornekler i¢in kiyaslandiginda %0,1 LOY ilavesinde siire %30 oraninda azalirken %0,2
LOY ilavesinde ise %42,5 oraninda azalmistir. Diger yandan 62,5°C’de kontrol, %0,1
ve %0,2 LOY igeren elma suyu Orneklerine sirasiyla 3,2; 3 ve 2,8 dak. 1s1l islem
uygulanmistir ve bu sicaklik degerinde L. monocytogenes’e uygulanmasi gereken 1sil
islem siiresini %0,1 LOY ilavesi %6,25 azaltirken %0,2 LOY ilavesi ise %12,5
kisaltmistir. Arastirma sonuglari incelendiginde segilen sicaklik degerlerinin hepsinde
LOY ilavesinin uygulanmasi gereken 1sil islem siiresini diislirdiigii hatta LOY
konsantrasyonu %0,1’den %0,2’ye cikarildiginda siirenin daha ¢ok kisaldigi tespit
edilmistir. Bu sonuglara gére L. monocytogenes’in baslangigtaki sayisinda 5 log birimi

azalma olmasi i¢in uygulanmasi gereken 1s1l islem siiresindeki yilizdelik degisim en
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cok 60°C’de 9%0,2 LOY ilave edilmesiyle %42,5 oraninda tespit edilmistir (Sekil

4.14.)
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Sekil 4.14. Dort farkli sicakliktaki (55°C; 57,5°C; 60°C; 62,5°C) 1si1l igslem uygulanan elma suyundaki L.
monocytogenes populasyonunun zamana bagli degisimi

Char ve ark. (2010)’de portakal suyundaki L. monocytogenes sayisinin 5 log azalmasi

icin 57, 59 ve 61°C’de 1s1l islem uygulamis, D degerlerini 6,2; 3,8 ve 2,3 dak.

hesaplamis ve ayni islemi 25 ppm sitral ilavesiyle tekrarladiginda D degerlerini 3,8;

2,8 ve 1 dak. hesaplamistir. 57-59 °C sicaklik araliginda inaktivasyonu sitral ilavesi

artirirken, 61°C’de ise sitral ilavesinin etkisinin azaldig1 sicaklifin etkisinin fazla

oldugu belirtilmistir.
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4.4.2. L. monocytogenes egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine

uyumlanmasi

Calismada elma suyuna inokiile edilen L. monocytogenes iizerine, %0,1 ve %0,2 LOY
ilavesinin etkisi dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60 ve 62,5°C) hesaplanmustir. Isil islem
sonucunda canli kalan hiicre sayisi log birime ¢evrilmis, her bir tekerriir i¢in GlnaFiT
(MS Excel, GlnaFiT version 1.6) programi kullanilarak Log-lineer (Bigelow ve Easty,
1920) ve Weibull (Mafart ve ark., 2002) modele uyumlanan D degerleri
hesaplanmistir (Geeraerd ve ark., 2005). Dort farkli sicaklikta 1s1l islem uygulanmasi
sonucunda L. monocytogenes’in zamana bagli verileri GlnaFit programinda Log-lineer
modele gdre uyumlanarak 4 Desimal azalma, r? ve Tahmin Hatalarinin Standart
Sapmas1 (RMSE) degerleri ile Weibull modele uyumlanarak 4 Desimal azalma, r?,
RMSE degerleri ile § ve p parametreleri elde edilmistir. Calismada r? degeri Log-
Lineer model i¢in en diisiik 0,91 iken Weibull model i¢in ise 0,95°dir, RMSE degeri
ise Log-Lineer model igin en yiiksek 0,70 iken Weibull model igin 0,52’dir ve tahmini
hatalarin standart sapmasinin daha azdir. r?> ve RMSE degerlerinin sonucuna gore L.
monocytogenes i¢in veriler Weibull modele daha uyumludur. L. monocytogenes’e ait
verilerin Weibull modele uyumlanmasi ile hesaplanan d ve 4 Desimal azalma siireleri
her sicaklik degerinde LOY ilavesi ile azalmis ve LOY %0,2’ye ¢ikarildiginda %0,1’
e gore daha da diigmiistiir. Weibull model sicakligin etkisine gore hazirlanan bir model
oldugu i¢in bu ¢alismada L. monocytogenes’e 1sil islem uygulamasinda hesaplanan

veriler Log-Lineer modele gére Weibull model daha uyumludur (Tablo 4.10., 4.11.).

Weibull modelde tiim mikrobiyal populasyonun uygulanan 1sil isleme esit oranda
direngli olmadigini ve 1s1l islem sirasinda her hiicrenin ayni1 anda yok edilmedigini g6z
oniinde bulundurur. Hayatta kalma egrisi, her bir organizmanin belirli bir zamanda
inaktive edildigi ve 55-58°C araliginda genellikle p<1 ve farkl siirelerde inaktive
edilen populasyonun sonucunda daha biiyiikk oranda direncli organizma kalacag:
gozlemlenirken, sicaklik 60-62°C’ye ¢iktiginda ise populasyonun ¢ok biiyiik kisminin
kisa silirede inaktive olurken geriye c¢ok kiigiik oranda direnci daha yiiksek hiicre

kalmaktadir (Roda ve ark., 2012).
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Tablo 4.10. L. monocytogenes’e ait verilerin Log-Lineer modeline uyumlanmasi ile yapilan hesaplama sonuglart

. LOY Log-Lineer

Isil islem Konsantrasyonu

sicakligl (%) 4D Azalma (dak.)  r? RMSE

55°C 0 51,30+0,42 0,97+0,01 0,294+0,04
0,1 46,50+0,42 0,92+0,00 0,60+0,00
0,2 42,00+0,00 0,91+0,00 0,70+0,01

57,5°C 0 7,25+0,07 0,98+0,02 0,24+0,17
0,1 5,00+0,15 0,99+0,01 0,28+0,04
0,2 4,76+0,00 1,00+0,00 0,19+0,01

60°C 0 6,30+0,09 0,97+0,01 0,30+0,05
0,1 4,62+0,00 0,99+0,00 0,26+0,00
0,2 3,78+0,00 1,00+0,00 0,18+0,03

62,5°C 0 2,50+0,02 0,97+0,00 0,37+0,06
0,1 2,44+0,00 0,99+0,00 0,29+0,03
0,2 1,96+0,02 0,99+0,00 0,25+0,01

Tablo 4.11. L. monocytogenes’e ait verilerin Weibull modeline uyumlanmasi ile yapilan hesaplama sonuglari

Isil iglem LOY Weibull

stcaklign g/g)nsantrasyonu ?d[;k.) Azalma RMSE 5 0

55°C 0 46,50+0,42 0,99+0,00 0,24+0,07 7,28+0,20 0,75+0,00
0,1 43,8+0,00 0,95+0,00 0,52+0,01 7,36+0,30 0,78+0,01
0,2 30,90+0,60 0,97+0,03 0,38+0,26 4,06+3,71 0,64+0,20

57,5°C 0 7,45+0,21 0,98+0,02 0,27+0,20 1,83+0,03 1,00+0,01
0,1 5,21+0,05 0,99+0,00 0,29+0,01 1,51+0,10 1,13+0,08
0,2 4,62+0,20 1,00+£0,00 0,22+0,07 1,10+0,24 0,97+0,11

60°C 0 6,48+0,25 0,97+0,01 0,36+0,02 1,81+0,42 1,10+0,17
0,1 4,65+0,25 0,99+0,01 0,30+0,03 1,20+0,26 1,03+0,13
0,2 3,60+0,00 1,00+0,00 0,16+0,05 0,76+0,00 0,90+0,01

62,5°C 0 2,62+0,10 0,96+0,00 0,47+0,05 0,75+0,16 1,10+0,15
0,1 2,70+0,65 0,97+0,04 0,48+0,26 0,80+0,48 1,11+0,34
0,2 1,95+0,25 0,97+0,04 0,40+0,39 0,54+0,31 1,09+0,39

Isil islem ve bu ¢calismada oldugu gibi LOY veya baska esansiyel yagla kombine edilen
uygulamalarda, Weibull modeli analiz edildiginde, diren¢ modeli yaklagimini
kullandigr belirtilmistir. Ciinkii biitiin mikrobiyal populasyonun uygulanan 1s1l islem
ve kombine yonteme kars1 direncinin esit olmadigi ve bu sebeple 1s1l isem sirasinda
her hiicrenin aymi1 anda inaktive edilmedigi goz oniinde bulundurur. Sonug¢ olarak
hayatta kalma egrisi, her bir organizmanin farkli zamanlarda inaktive oldugu, bundan
dolayr da 1s1l isleme karsi dirence sebep olan Oliimciil olaylarin zamana gore
dagilimimin kiimiilatif seklidir (Peleg ve Cole, 1998).

55°C’deki Weibull modele uyumlanarak tespit edilen veriler incelendiginde p degeri
kontrol (%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY iceren 6rnekler i¢in sirasiyla 0,75; 0,78; 0,64
seklindedir. L. monocytogenes’in inaktivasyon egrileri konveks yap1 gostermektedir,

bu durum L. monocytogenes’in 1s1l isleme ilk anda direngli olmadigini fakat siire
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ilerledikge canli kalan hiicrelerinin diren¢ kazandigini gosterir (p<1 ), bu sicaklik
degerinde bakterinin 1s1l isleme kars1 direncinin kirilmasinda LOY ilavesinin etkisinin
az oldugu saptanilmistir. Kontrol (%0 LOY) 6rneginde r? degeri 0,99 ve RMSE degeri
0,24 oldugu igin veriler Weibull modele daha uyumludur. & degeri 7,28 dak.’dan %0,2
LOY ilavesi ile 4,06 dak.’ya diismiis ve bakterinin ilk andaki direncini kirip ilk log
azalmasi igin uygulanmasi gereken 1sil islem siiresi %44,23 azalmistir. Log-Lineer
modelde elde edilen sonuglar incelendiginde ise r? degeri 0,97 ve RMSE degeri 0,29
olan kontrol (%0 LOY) 6rnekler i¢in hesaplanan veriler daha giivenilir olup her iki
modelde de 55°C 1s1l islem uygulamasinda kontrol (%0 LOY) 6rneklerinde 4 Desimal
azalma i¢in daha gilivenilir sonuca ulasilmistir (Sekil 4.15.; Tablo 4.10., 4.11.).
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Sekil 4.15. 55°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi

57,5°C’deki L. monocytogenes’in Weibull modele uyumlanmasiyla elde edilen
verilere gore p degeri kontrol (%0 LOY) 6rnegi igin 1,00 (lineer) iken %0,1 ve %0,2
LOY ilave edilen 6rneklerde ise sirasiyla 1,13 (konkav) ve 0,97 (konveks) seklindedir.

Isil islem sicakligt 57,5°C’ye artirildiginda ise L. monocytogenes’in 1sil isleme
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direncinin kontrol (%0 LOY) ve %d6rneklerinde 1s1l islem siiresi boyunca sabit oldugu,
%0,1 LOY ilavesinde ilk anda daha direngliyken %0,2 LOY ilavesi ile bu direncin
biraz da olsa kirilmaya baslandig1 belirlenmistir. %0,2 LOY ilavesinde r? degeri 1,00
ve RMSE degeri 0,22 oldugu i¢in veriler modele diger 6rneklere gére daha uyumludur.
& degeri 1,83 dak.’dan %0,2 LOY ilavesi ile 1,10 dak.’ya azalmis ve 1s1l igsleme kars1
olusan ilk direncin kirilmasi i¢in uygulanmasi gereken 1s1l islem siiresinde %39,90°l1k
azalma saptanmustir. Log-Lineer modelde elde edilen sonuglar incelendiginde ise r?
degeri 1,00 ve RMSE degeri 0,19 ile %0,2 LOY ilavesinde verilerin modele daha
uyumlu oldugu goriilmis ve her iki model de 57,5°C i¢in %0,2 LOY ilavesinde 4
Desimal Azalma i¢in daha gilivenilir deger vermistir (Sekil 4.16.; Tablo 4.10., 4.11.).
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Sekil 4.16. 57,5°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi

60°C’deki Weibull modele uyumlanarak belirlenen sonuglara gore p degeri kontrol
(%0 LOY), %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilmis drnekler igin sirastyla 1,10 ( konkav),
1,03 (lineer) ve 0,90 (konveks) seklindedir. Inaktivasyon egrilerinin seklinin konkav

yapidan konveks yapiya dogru degismesi; p degerindeki azalma kontrol grubunda



62

hiicreler 1s1l islem stresine ilk anda daha direncliyken LOY ilavesi ve LOY nin
konsantrasyonu arttik¢a bu ilk andaki direncin kirildigini ifade etmektedir ve %0,2
LOY ilavesinde siire ilerledik¢ce kalan canli hiicreler 1s1l isleme karsi direng
kazanmaktadir. %0,2 LOY ilavesinde r? degeri 1,00 ve RMSE degeri 0,16 olarak
hesaplanmig olup bu degerler %0,2 LOY iceren Ornekte daha giivenilir sonuca
ulagildigini gosterir. 6 degerinin 1,81 dak.’dan %0,2 LOY ilavesi ile 0,76 dak.’ya
diismesi ise bakterinin ilk andaki 1s1l direncini kirmak i¢in uygulanmasi gereken 1sil
islem siiresinde %58’lik azalmaya sebep olmustur. Log-Lineer modelde %0,2 LOY
ilavesinde elde edilen sonuglar incelendiginde ise r? degeri 1,00 ve RMSE degeri 0,18
i¢in veriler modele daha uyumludur. Her iki model i¢in de 4 Desimal Azalma siiresinin
daha giivenilir hesaplandigi 6rnek %0,2 LOY ilavesidir. LOY ve sicaklik arasinda 1sil
islem siiresi boyunca sinerjist etki saptanilmistir (Sekil 4.17.; Tablo 4.10., 4.11.).
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Sekil 4.17. 60°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi

62,5°C’deki Weibull modele uyumlanarak hesaplanan L. monocytogenes’e ait veriler
incelendiginde p degeri kontrol (%0 LOY); %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilen 6rneklerde
sirasiyla 1,10; 1,11 ve 1,09 yani inaktivasyon egrisi konkav seklindedir. Isil islem

sicakligt 62,5°C’ye artirildiginda L. monocytogenes ilk anda 1sil isleme karsi



63

direngliyken 1s1l islem uygulanan siire boyunca bu diren¢ kirilmistir. Bu etki daha
yiiksek sicaklikta 1s1l islem uygulanmasi kaynaklidir, LOY 'nin etkisi ¢ok azdir, %0,2
LOY ilavesinde r? degeri 0,97 ve RMSE degeri 0,40 oldugu icin diger 6rneklere gore
daha giivenilir sonuglar elde edilmistir. 6 degeri 0,75 dak.’dan %0,2 LOY ilavesi ile
0,54 dak.’ya diismiis, bakterinin ilk direncinin kirilmasi i¢in uygulanmasi gereken 1s1l
islem siiresinde %28’lik azalma olmustur. Log-Lineer modelde elde edilen sonuglar
incelendiginde ise r? degeri 0,99 ve RMSE degeri 0,25 ile en giivenilir sonucun %0,2
LOY ilavesi oldugu goriilmiis ve her iki model de 62,5°C i¢in %0,2 LOY ilavesinde
daha uyumlu sonuglar elde etmis ve 4 Desimal Azalma i¢in daha dogru degeri
vermistir (Sekil 4.18.; Tablo 4.10., 4.11.).
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Sekil 4.18. 62,5°C’de elde edilen inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmas

Arastirma sonucunda L. monocytogenes’e ait verilerin Log-Lineer ve Weibull
modeline uyumlanmasi ile hazirlanan inaktivasyon egrilerini sicaklik derecelerine
gore kiyaslarsak, Weibull modele uyumlanan verilerden 57,5°C kontrol (%0 LOY)
orneginin sadece Log-Lineer model ile benzer sekilde lineer yapir gosterdigi
saptanilmistir (p=1). 57,5; 60 ve 62,5°C’de Listeria monocytogenes’e 1sil islem
uygulamasinda ti¢ 6rnek grubu (kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY) i¢inde daha esnek olan
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Weibull modele uyumlu verilere ulagilmistir. 60°C’de L. monocytogenes’in o
degerindeki azalis ve p degerleri incelendiginde 1s1l isleme karsi sinerjist etki
gosterdigi belirlenmistir. L. monocytogenes in baslangi¢ populasyonundaki sayisinin
4 Desimal azalmasi i¢in uygulanmasi gereken 1si1l islem siiresi 4 sicaklik degeri i¢inde
Weibull modele uyumlandiginda daha diisiik ¢ikmistir. Bu durumun sebebi daha esnek
olan Weibull modele uyumlanan verilerde 1sil islem ve LOY ilavesinin etkisinin

birlikte degerlendirilmesidir.

55-60°C sicaklik araliginda L. monocytogenes 1s1l islem uygulanmasina kars1 ilk anda
daha direngsizken 1sil islem siiresi ilerledikge ortama adapte olmustur. L.
monocytogenes hiicrelerinin termotoleransi artmis yani ortamdaki stres kosullarina
karst diren¢ kazanmistir fakat sicaklik 62,5°C’ye artirildiginda ise L.
monocytogenes’in 1sil islem ortamina adapte olup diren¢ kazanma 6zelligi kirilmigtir

ve LOY nin etkisi diger sicakliklardaki 1s1l isleme gore azalmistir.

Tablo 4.12. L. monocytogenes e ait inaktivasyon verilerinin Weibull modele uyumlandigi ¢alismalar
Isil Islem Ortamu T(°C) & (dak) (ort.£SS) p (ort.£SS) Kaynak

Elma suyu 55 1,96+0,05 3,64+0,36 Siguemoto ve ark. (2018)
60 0,50+0,00 2,47+0,50
65 0,04+0,00 0,68+0,02
70 0,00+0,00 0,50+0,04
Karaciger sosisi 57,2 8,5+5,9 1,2+0,4 Bhaduri ve ark. (1991)
60 3,2+2,8 1,3+0,6
62,8 0,5+1,3 0,9+0,7
Lahana suyu 50 33,7+3,8 2,84+0,6 Beuchat ve ark. (1986)
52 7,2+6,2 1,1+0,5
54 1,8+0,1 0,9+0,6
Siit 55 2,5£3,9 0,7+0,3 Chhabra ve ark. (1999)
60 0,4+0,8 0,7+0,4
65 0,3+0,3 1,3+0,9
Yarim yagl siit 55 29,89+4,16 1,26+0,13  Roda ve ark. (2012)
58 10,43+0,85 1,39+0,11
60 3,89+0,58 1,32+0,17
62 1,87+0,17 1,10+0,09
Yarim yagh siit + 55 19,37+0,85 1,10+£0,07  Roda ve ark. (2012)
1800 ppm vanilin 58 6,05+0,20 1,2240,04
60 1,81+0,21 1,02+0,05
62 1,2140,00 0,97+0,08

Tablo 4.12.°deki calismalar incelendiginde inaktivasyon egrilerinde konveks yap1
gosteren (p<l) 1s1l islem uygulamalarinda ilk anda populasyondaki en hassas

organizmalarin yok edildigi ve geriye daha direngli hiicrelerin kaldig: bildirilmistir ve
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yiiksek sicaklikta kisa siireli 1s1l islem uygulamalarinda L. monocytogenes’in termal
direnci azalmistir. Konkav yapi gosteren (p>1) durumlarda ise daha diisiik
sicakliklarda 1s1l islem uygulamalari ile mikrobiyal populasyondaki hasar birikmekte
ve hayatta kalan hiicreler giderek daha fazla savunmasiz hale gelmektedir (Peleg ve
Penchina, 2000). Paga'n ve ark. (1997) ile Rowan ve Anderson (1998), L.
monocytogenes i¢in yaptiklari ¢alismalarda inaktivasyon egrisinin seklinin yani p
parametresinin biiyilik dl¢iide hiicrelerin gelisme sicakligina gore degistigini ve 1s1l
islem sokundan sonra hiicrelerin daha yiiksek termotolerans gdsterdigini
belirtmislerdir. Ayrica L. monocytogenes'in termal direnci susa gore farklilik
gosterebilir (Edelson-Mammel ve ark., 2005).

Log-lineer modele uyumlu inhibitér iceren segici besiyerinde hayatta kalma
egrilerinde sicaklik artisi ile hiicrenin termal soku artmakta ve desimal azalma stiresi

diismektedir (Carlier ve ark., 1996).

L. monocytogenes’e yarim yagl siitte 1s1l islem uygulanmasi sonucunda elde edilen
verilerin Weibull modele uyumlanmasiyla yapilan ¢alismada ortama farkli oranlarda
vanilin (900, 1400, 1800 ppm) ilave edilmis ve 55-58°C gibi diisiik sicakliklarda
ortamdaki vanilinin inhibitor etki gostererek populasyonu inaktif hale getirdigi;
sicakligin 60-62°C’ye artirildiginda ise canli popiilasyonunun ¢ok biiyiik bir kisminin
cok kisa siirede yok edildigi geriye ¢ok diisilk oradan daha yiiksek dirence sahip
hiicrelerin kaldig1 rapor edilmistir. Iliml1 1s1l islem ile kombine edilene vanilin vb.
inhibitdr maddelerin yarim yagl siitte L. monocytogenes inaktivasyonunu artirmada
sinerjist etkisi oldugu belirtilmistir (Roda ve ark., 2012). Bu ¢alismada ise ayni1 sicaklik
araliklarinda LOY konsantrasyonun etkisi {izerine sonuglar benzerdir, diisiik
sicakliklarda 1s1l islemde LOY bakterinin direncinin kirilmasia yardimci olurken
sicaklik 62,5°C’ye cikarildiginda LOY’in etkisi azalmistir. Ilimli 1s1l islem ve
esansiyel yagin kombine edilerek bakteriler iizerinde yapilan ¢alismalarda bu etkinin
diistik sicakliklarda (55-60°C) sinerjist etki gosterdigi, 62°C’den yiiksek sicakliklarda
ise 1s1l islemin tek basina oldiiriicii etkisi oldugu belirtilmistir (Edelson-Mammel ve

ark., 2005).
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4.4.3. L. monocytogenes’in elma suyundaki D degerleri

Bu aragtirmada elma suyuna farkli konsantrasyonlarda ilave edilen (%0,1 ve %0,2)
LOY igeren 6rneklerin ve kontrol (%0 LOY) 6rneginin dort farkli sicaklikta (55; 57.5;
60 ve 62,5°C) L. monocytogenes varliginda 1s1l isleme tabi tutulmast sonucu elde
edilen veriler Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanarak D degerleri (dak.)
hesaplanmis olup Tablo 4.13.’de verilmistir. Her sicaklik degerinde ayr1 ayr1 LOY
ilavesinin D degerinin azalmasinda istatistiki olarak 6neminin olup olmadigi One-Way

ANOVA, Duncan (Post Hoc) ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir (p<0,05).

55°C’deki elma suyunun inaktivasyon egrilerinin Log-Lineer modele uyumlanmasi
sonucu elde edilen D degerleri; kontrol (%0 LOY) ornekleri i¢in 12,71 dak., %0,1
LOY ilave edilen 6rnekler i¢in 11,57 dak., %0,2 LOY ilave edilen 6rneklerde ise 10,41
dak. hesaplanmistir (+°>0,91). Log-Lineer modele uyumlanarak hesaplanan D
degerlerinde farkliligin hangi kategoriden kaynaklandigi Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonucunda; kontrol ve %0,1 ve 0,2 LOY ilave edilen 6rnekler arasinda istatistiki
olarak anlamli farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Weibull modele uyumlanmasi
sonucu elde edilen D degerleri ise; kontrol 6rnekleri i¢in 11,63 dak., %0,1 LOY ilave
edilen orneklerde 10,95 dak. ve %0,2 LOY ilave edilen orneklerde 7,73 dak. olarak
hesaplanmistir (+°>0,95). Weibull modelinde ise kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY
ilavesinde D degerlerinin istatistiki olarak farkli olmadigi belirlenmistir (p> 0,05).
Log-Lineer modele uyumlanan D degerleri i¢cin LOY ilavesi ile kontrol ornekleri
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunurken Weibull modelde bulunmamasinin
nedeni Weibull modelin 1s1l islemin etkisine kars1 daha esnek olmasi ve Log-Lineer
model i¢in bu durumun olmamasi, Log-Lineer modelde sadece LOY ilavesinin

etkisinin degerlendirilmesidir (Tablo 4.13.).

57,5°C’de inaktivasyon egrilerinin Log Lineer modele uyumlanmasi sonucu elde
edilen D degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY ornekleri i¢in sirasiyla 1,80; 1,24 ve
1,18 dak. (r”>0,98) belirlenmis ve LOY konsantrasyonlar1 arasinda istatistiki olarak
fark bulunmazken (p>0,05) bunlar ile kontrol grubu arasinda D degerleri istatistiki

olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Weibull modele uyumlanmasi sonucu elde edilen
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D degerleri ise kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY o6rnekleri i¢in sirasiyla 1,87; 1,31 ve 1,16
dak. belirlenmistir (1’ >0,98) ve degerleri arasindaki fark istatistiki olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05). Her iki model icinde LOY ilavesinde yakin D degerleri
belirlenmistir (Tablo 4.13.).

60°C’de belirlenen inaktivasyon egrilerinin Log Lineer ve Weibull modele
uyumlanmasi sonucu elde edilen D degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY o6rnekleri
i¢in swrastyla 1,56; 1,14; 0,94 dak.( 7>>0,97) ve 1,62; 1,17 ve 0,90 dak. (+*>0,97)
belirlenmistir. Yapilan calismadaki verilerin her iki modele uyumlanmasi sonucu
kontrol ve %0,1 ve %0,2 LOY ilave edilen 6rnekler arasindaki fark istatistiki olarak
o6nemli bulunmustur (p<0,05). 60°C sicaklikta 1s1l islem uygulmasi ve LOY ilavesi

asrasinda sinerjist etki belirlenmistir (Tablo 4.13.)

62,5°C’deki inaktivasyon egrilerinin Log Lineer ve Weibull modele uyumlanmasi
sonucu elde edilen D degerleri; kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY ornekleri icin sirasiyla
0,62; 0,61 ve 0,53 dak. (r”>0,96) ve 0,66; 0,58 ve 0,49 dak. (1’>0,97) olarak
belirlenmigtir. Elma suyuna %0,1 ve 0,2 LOY ilavesi ile kontrol &rnekleri
karsilastirildiginda L. monocytogenes’in iki modele de uyumlanarak hesaplanan D
degerleri arasinda istatistiki fark yoktur (p<0,05). Bu durum 62,5°C’de 1s1l islem
uygulanmasinin L. monocytogenes e kars1 yiiksek bir sicaklik degeri oldugunu, LOY
varligina gerek olmadan L. monocytogenes’in 1s1l islem uygulamasi ile inaktive

edilebilecegini gostermektedir (Tablo 4.13.).
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Tablo 4.13. L. monocytogenes’in Log-Lineer ve Weibull modele gore hesaplanan D degerleri

Isil islem sicaklig LOY Konsantrasyonu (%) llsolg-elgenr?e(:iak.) %ngglelri (@)
55°C 0 12,710,112 11,63+0,102
0,1 11,57+0,07° 10,95+0,002
0,2 10,41+0,08¢ 7,73+2,652
57,5°C 0 1,80+0,022 1,870,042
0,1 1,2440,04° 1,31+0,01°
0,2 1,18+0,00° 1,16+0,05¢
60°C 0 1,56+0,022 1,62+0,06°
0,1 1,14+0,00° 1,17+0,06"
0,2 0,94+0,00¢ 0,90+0,00¢
62,5°C 0 0,62+0,002 0,66+0,032
0,1 0,610,002 0,58+0,022
0,2 0,53+0,062 0,49+0,06°

(a-c): Aymi sicaklikta, ayni siitunda farkli harflerle gosterilen D degerleri arasindaki fark istatistiki
olarak énemlidir (p<0,05; n=2).

Mazzotta (2001) pH’1 3,9 olan elma suyunda yapilan ¢alismada L. monocytogenes’in
D degerlerini 56, 60 ve 62°C i¢in sirasiyla 1,59, 0,45 ve 0,17 dak., ayn1 kosullarda
ortak suyu i¢in D degerlerini 2,05; 0,49 ve 0,21 dak., beyaz iiziim suyunda ise 2,29;
0,59 ve 0,29 dak. hesaplamistir. Gabriel ve Nakano (2009) ise elma suyunda 55°C’ de
D degerini 1,32 dak. hesaplamistir. Pagal ve Gabriel (2020) portakal suyunda (pH
3,9) 50, 53, 55, 57, 60°C’ de 1s1l isem sonucunda L. monocytogenes’in termal
inaktivasyonuna ait D degerlerini sirastyla 2,53; 0,85; 0,72; 0,40 ve 0,20 dak. rapor
etmistir. Topalcengiz ve ark. (2019) yilinda nar suyunda yaptiklar1 ¢calismada L.
monocytogenes i¢in hesaplanan D degerlerini 50, 52 ve 54°C’de sirasiyla 4,09; 2,56
ve 1,56 dak. olarak belirlemistir. Munoz ve ark. (2010) TSBYE besiyeri ortaminda 55;
57,5; 60 ve 62,5°C’de 1s1l islem uyguladiklar1 L. monocytogenes i¢in D degerlerini
17,4; 4,7; 1,2 ve 0,4 dak. hesaplamistir. Carlier ve ark. (1996) jambonda L.
monocytogenes varligini inhibe edebilmek icin ise D degerini 55 ve 60°C i¢in 19,2 ve
3,48 dak. olarak hesaplamistir. Aym1 sicaklik degerlerinde farkli D degerleri elde
edilmesinin nedenti, 1s1l islem uygulanan besiyeri ortaminin pH’1, kimyasl bilesimi, L.
monocytogenes’in susunun dogasindan gelen ve sonradan kazandig: 6zellikleri ve 1s1l

isleme kars1 uyguladigi dirence baglidir (Pagal ve Gabriel, 2020).

L. monocytogenes’in sustan kaynaklanan 1s1l direng farkliliklarini belirlemek ig¢in
Aryani ve ark. (2015) 12 farkli susla c¢alismislardir. Brain Heart Infusion (BHI)
besiyeri ortaminda L. monocytogenes suslarinda D degerlerini 55, 60 ve 62,5°C i¢in

ortalama olarak 15,9; 1,43 ve 0,18 hesaplamistir. L. monocytogenes’in termal
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direncinin sustan etkilendigi belirtmistir. Hiicrelerin termal direncinde fizyolojik
durumu, biiylime ge¢misi sirasinda ortamin stres kosullarina (tuz konsanstrasyonu,

pH, formiilasyondaki yag miktar1 vb.) adaptasyonunun etkili oldugunu rapor etmistir.

4.4.4. L. monocytogenes’in elma suyundaki z degeri

Farkli sicakliklarda 1s1l islem uygulanan elma suyunda (%0; 0,1 ve 0,2 LOY) elde
edilen L. monocytogenes’e ait veriler Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmis
ve hesaplanan D degerlerinin logaritmasi sicakliga bagli olarak grafige aktarilmistir
(Sekil 4.19.-4.20.). Bu egrinin egiminin negatif tersinden z degeri Tablo 4.14.’deki
sekilde hesaplanmistir. 55-62,5°C araligindaki 1s1l islem uygulamasi sonucu z
degerleri; Log-Lineer modele uyumlan degerler i¢in 6,46 ile 6,27°C arasindayken
Weibull modele uyumlanan degerler igin ise 6,74 ve 6,43°C arasinda hesaplanmistir
(Tablo 4.14).

Tablo 4.14. L. monocytogenes’in Log-Lineer ve Weibull modellerine uyumlanmasi ile hesaplanan z degerleri

LOY Log-Lineer Weibull

E/g)n santrasyonu degeri r2 z degeri r2

0 6,27 0,87 6,57 0,88
0,1 6,46 0,80 6,43 0,83
0,2 6,28 0,82 6,74 0,86

Limon otu yag1 ilavesinin elma suyunda 1s1l islem uygulamasi ile kombine edilmesinin
L. monocytogenes’in inaktivasyonu iizerine bir etkisi olmasina ragmen, z degerleri
incelendiginde sicakliga duyarliligini degistirmedigi tespit edilmistir. Log-Lineer ve
Weibull modellerine uyumalanarak hesaplanan D degerlerine gore 60°C’ye kadar olan
151l islem uygulamalarinda LOY ’nin etkisi goriilmiis ve sicaklik 62,5°C ¢ikarildiginda
ise LOY nin etkisi onemsiz bulunmustur. Bu etki LOY eklenmesi ile belirli bir
sicakliga kadar L. monocytogenes’in 1stya karsi direncinin kirildigini fakat sonrasinda
etkili olmadigin1 ve L. monocytogenes’in hem 1s1l islem hem de LOY ilavesine kars1
direngli oldugunu gostermistir. Ayrica Sekil 4.19 ve 4.20.’deki egrilerin birbirine
paralel olmas1 LOY ilavesinin bakterinin 1s1l isleme kars1 olan direncinin kirilmasinda
etkisinin az oldugunu gostermektedir. z degerlerinin kontrol ve LOY ilave edilen

orneklerde birbirine yakin olmasi sonucu bu durum dogrulamuistir.
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Sekil 4.19. L. monocytogenes’in Log-Lineer modele gore hesaplanan z degerleri
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Sekil 4.20. L. monocytogenes’in Weibull modele gore hesaplanan z degerleri

70



71

Tablo 4.15. L. monocytogenes’in z degeri ile ilgili literatiir verileri

Isil Islem Ortamu z degeri (°C) Kaynak

Elma suyu 6,17 Siguemoto ve ark. (2018)
Elma suyu 6,3 Mazzotta (2001)
Portakal suyu 6,0 Mazzotta (2001)
Portakal suyu 9,40 Pagal ve Gabriel (2020)
Beyaz liziim suyu 6,6 Mazzotta (2001)

Yarim yagl siit 6,13 Roda ve ark. (2012)
Yarim yagl siit +1800 ppm vanilin 6,12 Roda ve ark. (2012)
Yarim yagl siit + 900 ppm vanilin 6,48 Roda ve ark. (2012)
Jambon 6,74 Carlier ve ark. (1996)
BHI Broth 51 Aryani ve ark. (2015)
TSBYE 6,17 Munoz ve ark. (2010)

Listeria monocytogenes’in 1sil direnci ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ¢ok farkli sonuglar
elde edilmis ve Tablo 4.15.’de belirtilmistir. Literatiir ¢aligmasinda genis sicaklik
araliginda hesaplanan z degerindeki degisimin bakterinin en duyarli susuna goére
degistigi tespit etmistir (Aryani ve ark., 2015). Bakterinin sicakliktaki degisime ne
kadar duyarli oldugu z degeri ile belirlenmektedir (Roda ve ark., 2012). L.
monocytogenes 1sil islem ve LOY gibi ortama inhibitér madde ilavesine direngli
oldugu icin bu ¢alismada biitiin 6rneklerde z degeri icin birbirine yakin sonuglar elde
edilmistir Yapilan literatiir calismasinda hesaplanan z degerlerleriyle bu c¢alisma
sonucu hesaplanan z degerleri yakin bulunmustur. LOY ’nin L. monocytogenes’in

direncinin azalmasi lizerine etkisi sabittir.

4.4.5. L. monocytogenes’in elma suyundaki tahmini D degerleri

4.4.5.1. L. monocytogenes’in Log-Lineer modeline uyumlanmasi ile elde edilen

tahmini D degerleri

Calismada 60°C igin hesaplanmig olan Log-Lineeer modele uyumlanan D degeri,
Bolton ve ark. (2013) tarafindan hazirlanan denklem 3.5.’de yerine yazilarak diger
sicakliklardaki tahmini D degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.21. Tablo 4.16.).
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Sekil 4.21. L. monocytogenes’in Log-Lineer modele gére hesaplanan tahmini D degerleri

Elma suyundaki L. monocytogenes’e ait verilerden hesaplanan tahmini ve gézlenen D
degerleri kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY igeren Ornekler i¢cin gore Tablo 4.16.’ya
aktarilmistir. 55°C’ de ii¢ 6rnek grubu (kontrol, %0,1 ve %0,2 LOY) i¢in de gozlenen
D degeri tahmini D degerinden daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durum L. monocytogenes’in
55°C gibi daha diisiikk 1limli sicaklik uygulamalarinda 1sil isleme karsi direncinin
beklenenden daha yiiksek olmasi ve bakteride daha az termal stres olugmasiyla
aciklanabilir. 57,5°C’de ise ilic Ornekte de gozlenen D degerleri tahmini D
degerlerinden daha diisiiktiir. Sicaklik artist ile birlikte LOY ve 1s1l isem uygumasi
arasinda sinerjist etki olusmus, L. monocytogenes tahmin edilen durumdan daha kolay
bir sekilde inaktive edilmistir. 62,5°C’de 1s1l islem uygulamasinda L.
monocytogenes’in termal toleransi azalmis ve canli hiiceler daha kisa siirede inaktif
hale gelmistir. Bu sicaklikta LOY ilavesinin bakterinin 1s1l direncinin kirilmasina karsi
onemli bir etkisi olmadig1 goriilmiis olup 1s1l islem uygulanan sicaklik degerinin etkisi

fazla oldugu i¢in tahmini ve gézlenen D degerlerinde yakin sonuglara ulagilmistir.

Tablo 4.16. L. monocytogenes’in Log-Lineer modele uyumlanmasi ile hesaplanan tahmini ve gozlenen D degerleri

Log-Lineer
%0 (Kontrol) %0,1 LOY %0,2 LOY
Sicaklik °C Tahmin  Gozlenen  Tahmin  Gozlenen  Tahmin  Goézlenen
55 9,81 12,71 6,78 11,57 5,89 10,41
56 6,80 4,74 4,08
57 4,71 3,32 2,83
57,5 3,92 1,80 2,78 1,24 2,36 1,19

58 3,26 2,33 1,96
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Tablo 4.16. (Devami)

59 2,26 1,63 1,36
60 1,56 1,56 1,14 1,14 0,94 0,94
61 1,08 0,80 0,65
62 0,75 0,56 0,45
62,5 0,62 0,62 0,47 0,61 0,38 0,53
63 0,52 0,39 0,31
64 0,36 0,27 0,22
65 0,25 0,19 0,15
66 0,17 0,13 0,10
67 0,12 0,09 0,07
68 0,08 0,07 0,05
69 0,06 0,05 0,03
70 0,04 0,03 0,02

Tahmini D degerlerinin hesaplanmasinda 60°C’deki D degeri referans olarak kullanilmistir.

4.4.5.2. L. monocytogenes’in Weibull modeline uyumlanmasi ile elde edilen

tahmini D degerleri

4.4.5.1.°de anlatildign bicimde Weibull modele uyumlanarak hesaplanan D
degerlerinden z degeri hesaplanmistir. z degeri ve 60°C ig¢in Weibull modele
uyumlanarak hesaplanmis D degerine ait veriler Bolton ve ark. (2013) tarafindan

hazirlanan denklem 3.5.’de yerine koyulmus ve tahmini D degerleri hesaplanmistir
(Sekil 4.22.).

Weibull

—
o

Tahmini D Degeri
(o8] [¥5) =N (¥ (=) B | oo o

0 PR
55 56 57 575 58 59 60 61 62 625 63 64 65 66 67 68 69 70
Sicaklhik °C

—8—9%0 (Kontrol) —e—2%0,1LOY %0,2LOY

Sekil 4.22. L. monocytogenes’in Weibull modele gore hesaplanan tahmini D degerleri



74

Kontrol (%0 LOY), %0,1 ve 9%0,2 LOY Orneklerine ait elma suyundaki L.
monocytogenes’in tahmini ve gozlenen D degerleri gére Tablo 4.17.’deki seklinde
hesaplanmistir. 55°C’de gozlenen D degerleri tahmin edilen D degerlerinden daha
yiiksektir, L. monocytogenes elma suyu ortaminda bu sicaklikta daha direnglidir ve
%0,2 LOY ilavesi ile bu direng biraz azalmistir. 57,5°C’de 1liml1 1s1l islem uygulamasi
ve LOY arasinda sinerjist etki olustugundan tahmin edilen D degeri gozlenen D
degerinden daha diisiik hesaplanmistir, bakterinin 1s1l direnci LOY etkisi ile kirilmistr.
62,5°C’de 1se LOY ilavesinden ¢ok sicaklik artisinin bakterinin termal direncini daha
kolay kirmasi etkili olmus, gozlenen ve tahmini D degerleri birbirine yakin
hesaplanmistir. Tahmini ve gézlenen D degerleri arasinda fark olmasimin nedeni D
degerine etki eden faktorler ile aynidir. Weibull modele uyumlanarak hesaplanan
tahmini ve gozlenen D degerleri sonuglar1 ile Log-Lineer model i¢in hesaplanan

sonugclar karsilastirildiginda paraleldir.

Tablo 4.17. L. monocytogenes’in Weibull modele uyumlanmasi ile hesaplana tahmini ve gozlenen D degerleri

Weibull
%0 (Kontrol) %0,1 LOY %0,2 LOY
Sicaklik °C  Tahmin  Gozlenen  Tahmin  Goézlenen  Tahmin  Gozlenen
55 9,34 11,63 6,98 10,95 4,96 7,73
56 6,58 4,88 3,563
57 4,63 3,41 2,51
57,5 3,89 1,86 2,85 1,30 2,11 1,16
58 3,26 2,38 1,78
59 2,30 1,66 1,27
60 1,62 1,62 1,16 1,16 0,90 0,90
61 1,14 0,81 0,64
62 0,80 0,57 0,45
62,5 0,67 0,66 0,48 0,58 0,38 0,49
63 0,57 0,40 0,32
64 0,40 0,28 0,23
65 0,28 0,19 0,16
66 0,20 0,14 0,12
67 0,14 0,09 0,08
68 0,10 0,07 0,06
69 0,07 0,05 0,04
70 0,05 0,03 0,03

Tahmini D degerlerinin hesaplanmasinda 60°C’deki D degeri referans olarak kullanilmistir.

Dogruyol ve ark., (2020) somona inokiile edilen L. monocytogenes’1i inhibe etmek i¢in
55; 57,5; 60 ve 62,5°C 1s1l islem uygulanmis ve D degerleri sirastyla 33,38; 9,54; 3,10
ve 1,40 dak. belirlemistir. Genis bir araliktaki D degerini hesaplamaya yarayan Bolton
ve ark. (2003) tarafindan hazirlanan denklem kullanilarak tahmini D degerleri 55; 57,5
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ve 62,5°C i¢in sirastyla 25,15; 8,84 ve 1,49 dak. hesaplanmistir. Bu ¢alismada oldugu
gibi daha diisiik sicaklik uygulamalarinda 55-57,5°C’de tahmini D degeri gbzlenen D
degerinden daha diisiik ¢ikmistir, bu durumun nedeni besiyeri ortami, pH, sus farkliligi
ve ortamdaki L. monocytogenes’in 1s1l isleme direncine gore degismektedir. 62,5°C ise
bakterinin direnci kirilmig, tahmini ve gozlenen D degerleri birbirine yakin
hesaplanmistir.  Yiiksek sicakliklarda inhibisyon ¢ok hizli gerceklestiginden D
degerinin belirlenmesi zordur. L. monocytogenes’in tahmini D degerlerini hesaplamak

diger sicakliklarda 1s1l islem siirelerini hesaplamada yardimci olacaktir.

4.4.6. L. monocytogenes’in membram zarar gormiis hiicre sayisi

Bu calismada elma suyundaki L. monocytogenes’e kars1 dort farkli sicaklikta (55; 57,5;
60; 62,5°C) iliml 1s1] islem uygulamasi ile kombine edilen LOY etkisi tespit etmek
icin SMPT teknigi kullanilmistir. Yapilan literatiir ¢alismasinda besiyeri ortamini
selektif hale getirmek i¢in TSA + %3 veya 4 (agirlik/hacim) NaCl ilavesi yapildig
goriilmiistiir (Yu ve Fung, 1993; Novak ve Juneja, 2003). Bu ¢alismada ise %3 sodyum
kloriir (NaCl) igeren besiyeri ortami membrani zarar gormiis hiicre sayisini belirlemek
icin kullanilmistir. Secilen sicaklik degerlerinde sublethal hasar meydana gelecek
kadar stire 1s1l islem uygulanmistir. Isil islem uygulamasindan sonra 6rnekler %0 ve
%3 NaCl TSA besiyerinde 37°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. %0 ve %3 NaCl
iceren besiyeri ortamlarinda elde edilen sayim sonuglarinin farkindan membrani zarar
gormiis hiicre sayis1 (log kob/mL) tespit edilmistir. Calisma sonucunda L.
monocytogenes’e uygulanan 1sil islemin siiresi ve LOY konsantrasyonu arttikca

membrani zarar gormiis hiicre sayisinin arttig1 belirlenmistir.

55°C’ de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani
zarar gormiis hiicre sayisinda 0, 10 ve 30. dak. i¢cin LOY konsantrasyonu kategorilerine
kiyasla tekerriir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir
(p<0,05). LOY ilavesinin L. monocytogenes’in direncini kirarak membranina zarar
verdigi tespit edilmistir. LOY konsantrasyonu arttikga membrani zarar géren hiicre
sayisinda artis meydana gelmistir fakat sadece 30. dak. 9%0,2 LOY ilavesinde aradaki

fark 2 log (kob/mL)’dan fazla olmustur yani canli kalan hiicre sayisinin %90’1indan
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fazlasinin membrani zarar gérmiistlir. L. monocytogenes’in 55°C’de hala 1s1l isleme
kars1 direncli oldugu ve bu durumun LOY ilavesi ile uzun bir 1s1l iglem siiresinde
kirildig1 anlamma gelir, diger siire ve LOY ilavesi kombinasyonlarinda membrani

zarar goren hiicre sayis1 %90’dan daha azdir (Sekil 4.23.)

55°C
25 225¢
I
2
150¢ 155D
ERR 1.37b 1.34a
E 1.05a
&1
0.5
0.15b
0.0020.02a 2
0 -
0 10 30

Is1l Islem Siiresi (dak.)
m9% 0 (Kontrol) =% 0,1 LOY % 0,2L0OY

Sekil 4.23. 55°C” de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani zarar gérmiis hiicre
sayisi, (a-c): Ayni sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar gdrmiis hiicre sayilart
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).

57,5°C’ de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes in membrani
zarar gormiis hiicre sayisinda 0, 3 ve 6. dak. i¢in LOY konsantrasyonu kategorilerine
gore tekerriir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir
(p<0,05). Is1l islem siiresi ve LOY konsantrasyonu artttkca membran1 zarar goren
hiicre sayisinda artig meydana gelmistir. Isil islem siiresi ve LOY konsantrasyonundaki
artis bakterinin direncinin kirilmasinda sinerjist etki gostermis olup bu durum
membrant zarar goren hiicre sayisindaki artistan belirlenmistir. Ancak L.
monocytogenes 1s1l islem ortamina ve uygulanan 1s1l islem kosullara kars1 direncli bir

bakteri oldugu i¢in daha az hiicrenin membrani zarar gérmiistiir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. 57,5°C de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani zarar gormiis hiicre
sayisl, (a-c): Ayni sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar gérmiis hiicre sayilart
arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0,05; n=2).

60°C’ de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani
zarar gormiis hiicre sayisinda 0, 3 ve 6. dak. i¢in LOY konsantrasyonun kategorilerine
gore tekerrlir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir
(p<0,05). Bu sicaklikta uygulanan 1s1l islem siiresi ve LOY konsatrasyonu arttik¢a
bakterinin direncindeki kirilmaya kars1 sinerjist etki olusmus ancak L. monocytogenes
bulundugu ortam ve sicakliga karsi direngli bir bakteri oldugu i¢in en fazla membrani
zarar goren hiicre sayis1 6. dak. 1s1l iglem siiresinde %0,2 LOY varliginda 1,44 log

(kob/mL)’yi gecememistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. 60°C de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani zarar gérmiis hiicre
sayis1, (a-c): Ayni sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar gérmiis hiicre
sayilari arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05; n=2).
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62,5’ de 151l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani zarar
gormiis hiicre sayisinda 0, 1 ve 2. dak. i¢in LOY konsantrasyonu kategorilerine gére
tekerriir ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05). 1,
ve 2. dak.’da %0,2 LOY ilavesinde membrani zarar gérmiis hiicre sayisindaki fark 2,
41 ve 2,87 log (kob/mL)’dir, bu durum segilen sicaklik ve uygulanan 1sil islem
stirelerinde L. monocytogenes’in membran1 zarar gérmiis hiicre sayindaki en yiiksek
farktir. Sicaklik 62,5°C oldugunda 1s1l islem ve LOY arasinda L. monocytogenes’e
kars1 sinerjist etki olusmus olup membrani zarar géren hiicre sayisi artmistir, bu

sicaklikta bakteri 1s1l islem ortamina kars1 direng gosterememistir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. 62,5°C de 1s1l isleme tabi tutulmus elma suyundaki L. monocytogenes’in membrani zarar gérmiis hiicre
say1s1, (a-c): Ayni sicaklikta, ayni siirede farkli harflerle gosterilen membrani zarar goérmiis hiicre sayist
arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0,05; n=2).

Somonilos ve ark. (2008) Mc-Ilvaine’s tampon ¢d6zeltisinde bulunan L.
monocytogenes in membrani zarar goren hiicre sayisi belirlenmek i¢in TSA+ %5 NaCl
ve Potato Dextrose Agar ( PDA) + %7 NacCl ilave edip selektif besiyeri ortami
olusturmusglardir. Bu ¢alisma sonucunda L. monocytogenes’in membrani zarar goren
hiicre sayisinin 2 log’dan fazla oldugunu ve bu durumda hayatta kalan hiicrelerinin
%99’dan fazlasiin 6liimciil sekilde yarali oldugunu rapor etmistir. NaCl nin besiyeri
ortamina selektivite katarak hiicrenin sitoplazmik membranina zarar verdigini boylece
osmoregiilator fonksiyonlarin kaybma sebep oldugunu belirtilmistir.  Ayrica L.

monocytogenes hiicrelerinin membraninin zarar gérmesinde 1sil islem uygulanan
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besiyeri ortaminin pH’1 ve bilesimi, sitral ilavesi gibi durumlarin etkili oldugu tespit

edilmistir.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada limon otu yaginin elma suyunda E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes’in 1s1l direnci ve termal inaktivasyon kinetigi iizerine etkisi
arastirilmistir. Calismada limon otu yaginin E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes’e
kars1 konsantrasyon (%0 (kontrol), %0,1 ve %0,2) ve zamana baglh 6ldiiriicii etkisi

dort farkli sicaklikta (55; 57,5; 60 ve 62,5°C) incelenmistir.

Gergeklestirilen deneysel c¢aligmalar limon otu yaginun E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes’'in 1s1l direncini diislirdiglinii gostermistir. Antimikrobiyal etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismada elde edilen inaktivasyon egrilerinin hem
Log-Lineer hem de Weibull modele uyumlu oldugu belirlenmistir. Ancak Weibull
modelinin klasik inaktivasyon modelinden daha iyi performans gosterdigi tespit
edilmis olup termal inaktivasyonun daha gergekci bir sekilde modellenmesine ve

dolayisiyla gida giivenliginin iyilestirilmesinde katki saglayacag diistiniilmektedir.

55°C ‘de yapilan calismada daha uzun siire 1s1l islem uygulanmasi gerektigi
belirlenirken 57,5°C ve sonraki sicakliklarda bakteri direnci azalarak daha kisa siirede
inhibe etki goriilmiistiir. 57,5°C sonrasinda limon otu yag1 ve 1s1l islem birlesimi E.
coli O157:H7 ve L. monocytogenes’e karsi sinerjist etki gostermistir. Ayrica 1s1l islem
sicakligr ve limon otu yag1 konsantrasyonu arttikca membrani zarar gérmiis hiicre
sayisinin da arttig1 gozlenmistir. Bu sekilde sinerjist etki gosteren kombine yontemler
ile hiicrelerin hasarini iyilestirip ¢ogalmasmin Oniine gecilebilir. Boylece kalite

kayiplar1 aza indirilir ve gida glivenligi agisindan daha iyi iirlinler sunulabilir

Bu calismada elde edilen sonuglara gore limon otu yagi; 1s1l islemle dayanikli hale
getirilen meyve sularinda koruyucu olarak kullanilabilir ve daha diisiik sicaklikta 1s1l

islem uygulanmasina olanak saglayacagindan meyve suyunun duyusal 6zelliklerinin



81

ve besin degerinin korunmasina katkida bulunabilir. Ayrica, ¢calismada hesaplanan
kinetik parametrelerin (D ve z degerleri) gida endiistrisinde faaliyet gosteren meyve
suyu treticilerine 1s1l islem kosullarinin belirlenmesinde yararli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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